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AB 
 
In the present study, we investigated the effects of oral dosing of atrazine (2-chloro-4-
ethylamino-6-isopropylamino-s-triazine) to peripubertal male rats (50 mg/kg and 200 
mg/kg body weight daily from postnatal day 23 to 50) on ex vivo Leydig cell 
steroidogenesis. Leydig cells from treated rats were characterised by significant decline in 
mRNA transcripts of several genes responsible for steroidogenesis: luteinizing hormone 
receptor (LHR), scavenger receptor-B1, steroidogenic acute regulatory protein (StAR), 
translocator protein, steroidogenic factor-1 (SF-1), phosphodiesterase 4B, 
3β−hydroxysteroid dehydrogenase (ΗSD), CYP17A1 and 17βHSD. In the presence of 
human chorion gonadotropin, the dose-dependent decrease in extra cellular cAMP level 
and accordingly strong inhibition of androgenesis were obtained. The transcription of 
LHR gene in Leydig cells of atrazine-treated rats was down-regulated in a dose-dependent 
manner, which could be the reason for reduction in cAMP level and expression of cAMP-
dependent genes. The results  also indicated inhibition of substrate-stimulated androgen 
production in parallel with reduced expression of steroidogenih enzymes CYP17A1 and 
17βHSD. In the second part of this study we examined direct 24 h in vitro effect of 
different doses of atrazine (1 nM, 1 µM, 20 µM, 50 µM) on expression and activity of 
steroidogenic enzymes in purified Leydig cells obtained from peripubertal rats. Obtained 
results indicated that 24 h-incubation of peripubertal Leydig cells in the presence of 
atrazine increased steroidogenic capacity of that cells. Increased basal and hCG-
stimulated testosterone production were accompanied by increasing levels of cAMP in the 
medium of treated cells. Also, in comparison to controls,  gene expression revealed  
increased expression of  SF-1, StAR, CYP17A1 and 17β-HSD. When Leydig cells were 
challenged with progesterone and Δ4–androstenedione, testosterone production was 
increased in  atrazine chalenged Leydig cells. To address these two opposite effects of 
atrazine we performed 24 h in vivo experiment in which peripubertal male rats (on 
postnatal day 50) were exposed to single atrazine treatment (50 mg/kg- and 200 mg/kg- 
body weight by gavage), and 24 h later, Leydig cells were isolated and testosterone levels 
in medium determined in basal and in hCG-stimulated conditions after 2 h-incubation 
period. Obtained results indicated that single in vivo exposure to atrazine was also 
accompanied 24 h later by up-regulation of Leydig cell androgenesis and increased cAMP 
level. According to the results obtained in this study, it seems that modulation of cAMP 
levels appear as a link that connects all three experimental approaches. However, the 
question of how atrazine affects the modulation of cAMP levels  remains open, and 
present a motive for further research. In concluson, obtained  results indicated that 24 h  
treatment with atrazine caused an increase, while prolonged treatment strongly reduce 
steroidogenic capacity of peripubertal Leydig cells.  
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1. OPŠTI DEO 
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1.1. Supstance sa hormonskom aktivnošću 
 
 
Ksenobiotici (xeno – strani; bios – živi) su supstance koje organizmi normalno ne proizvode, 
a u organizam dospevaju udisanjem, ishranom, apsorpcijom preko kože, intravenski (razni 
anestetici) i sl. Mogu da potiču iz prirodne hrane (alkaloidi, flavoni), ili pak da predstavljaju 
supstance koje su namerno (lekovi – prirodni i sintetski, aditivi u hrani) ili nenamerno unete u 
organizam.  U ovu poslednju kategoriju ulaze supstance koje je sintetisao čovek za određene 
potrebe, a koje su u životnu sredinu dospele nekontrolisano, kao što su pesticidi (herbicidi, 
insekticidi, fungicidi), poliaromatični ugljovodonici (PAH), polihlorovani bifenili (PCB), 
polihlorovani dibenzo-p-dioksini (PCDD) i polihlorovani  dibenzofurani (PCDF), razne vrste 
plastike i  drugi sintetski polimeri. 
 
Ksenobiotici mogu imati razne efekte na homeostazu biološkog sistema, a posebna pažnja 
poslednjih decenija poklanja se ksenobioticima koji utiču na endokrini sistem. Obzirom na 
kompleksnost neuroendokrine kontrole homeosteze organizma, svaka promena jedne od 
komponenti ovog sistema može imati velike posledice na održavanje homeostaze, osobito ako 
se radi o organizmu u razvoju (prenatalni, postnatalni i pubertalni period). 
 
Supstance koje remete homeostazu endokrinog sistema organizma označavaju se na 
engleskom kao “endocrine disrupting chemicals (EDCs)/endocrine disruptors” što bi u 
slobodnom prevodu moglo da se definiše kao “supstance sa hormonskom 
aktivnošću/jedinjenja koja remete funkciju endokrinog sistema” (u daljem tekstu EDC). Do 
danas ne postoji jedinstvena definicija EDC. Ovde će biti navedena definicija 
Internacionalnog Programa Hemijske Sigurnosti (IPCS) iz 2002. godine koja glasi: "EDC je 
egzogena supstanca, ili mešavina supstanci, koja remeti funkciju(e) endokrinog sistema te 
uzročno-posledično izaziva različite efekte na nivou organizma, na njegovo potomstvo ili na 
(sub)populacije" (Fisher, 2004).  
 
Takođe, ne postoji jedinstvena klasifikacija jedinjenja koja se mogu označiti kao EDC, ili kao 
potencijalni EDC. Prema Keith (1998) jedinjenja koja bi mogla da se svrstaju u EDC grupišu 
se u tri osnovne grupe: 
 1. Farmakološki proizvodi: širok spektar lekova i kozmetičkih preparata koji se danas 
koriste, ili su nekada korišteni. Npr. prvi registrovani sintetički EDC je dietilstilbestrol (DES), 
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lek koji je davan trudnicama od 1948-1972. radi prevencije abortusa i prevremenog porođaja. 
Kasnije je utvrđeno da može da izazove kancer reproduktivnih organa, čak i u drugoj 
generaciji.  
 2. Prirodni EDC: supstance iz ove grupe označavaju se i kao fitoestrogeni, jer su 
prisutni u biljkama i biljnim proizvodima, na primer u soji, jabukama, pšenici itd. 
Fitoestrogeni mogu da se vežu za estrogene receptore i da deluju kao agonisti tj. da 
prouzrokuju efekte slične 17β-estradiolu. Konzumiranje biljaka bogatih fitoestrogenima može 
prouzrokovati poremećaj u reprodukciji kod ljudi i domaćih životinja. Najpoznatiji 
fitoestrogen je genistein koji pripada flavonoidima. 
 3. EDC iz životne okoline: ovde se ubrajaju jedinjenja koja su najvećim delom 
antropogenog porekla i koriste se u različite svrhe ili nastaju kao nusprodukti pri proizvodnji 
određenih jedinjenja. Tu spadaju i jedinjenja koja nastaju tokom sagorevanja određenih 
organskih jedinjenja, ili na neki drugi način. To su: insekticidi, herbicidi, nematocidi, 
fungicidi, industrijske hemikalije (rastvarači, aditivi, jedinjenja za proizvodnju plastike i sl.), 
metali, PCB, supstance bez komercijalne upotrebe (nastale kao nusprodukti tehnoloških 
procesa, ili pri nekontrolisanom sagorevanju određenih organskih jedinjenja; tu spadaju 
dioksini i furani i poliaromatični ugljovodonici). 
 
Supstance sa hormonskom aktivnošću mogu da ostvare svoje dejstvo na mnogobrojne načine. 
Jedan od načina je vezivanje za intracelularne receptore steroidnih hormona, te ih možemo 
podeliti na agoniste i antagoniste. U prvu grupu spadaju supstance koje imitiraju efekat 
prirodnih hormona vezujući se za njihove specifične receptore, dok drugoj grupi pripadaju 
supstance koje, vezujući se za receptore, blokiraju efekte prirodnih hormona, tj. indukuje se ili 
inhibira transkripcija pojedinih gena koji su pod kontrolom steroidnih hormona. Postoje 
jedinjenja koja imaju i agonističko i antagonističko dejstvo. Takođe, pojedina jedinjenja utiču 
na ekspresiju enzima koji učestvuju u biosintezi hormona a takođe mogu da utiču i na 
aktivnost enzima (Fisher, 2004; Gore i sar., 2006), kao i na katabolizam steroidnih hormona 
(Tabb i Blumberg, 2005). Takođe, EDC mogu da interaguju sa proteinskim nosačima u 
plazmi za steroidne ili hormone štitne žlezde (Danzo, 1997). Svoje efekte EDC mogu ostvariti 
i modulacijom aktivnosti ko-aktivatora nuklearnih receptora. Nuklearni receptori posle 
vezivanja liganda pokreću transkripciju vezujući se direktno za DNK u predelu regulatorne 
sekvence ciljnog gena pri čemu u procesu aktivacije učestvuju i ko-aktivatori i bazalna 
transkripciona mašinerija. Promene u ekspresiji receptora ili ko-aktivatora mogu dovesti i do 
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promena u ekspresiji ciljnih gena. Pokazano je kako tretman sa pojedinim ksenobioticima 
može da menja nivo ko-aktivatora i time menja aktivnost nuklearnog receptora čime se 
pojačava ili slabi signal koji dolazi od steroidnih hormona i time se narušava funkcionisanje 
endokrinog sistema (Tabb i Blumberg, 2005). Osim toga, ksenobiotici mogu uticati na 
degradaciju nuklearnih receptora (Masuyama i Hiramatsu, 2004). Treba naglasiti da postoje i 
tzv. ne-genomski efekti steroidnih hormona, odnosno modulacija aktivnosti ćelije odvija se 
vezivanjem steroidnih hormona za citoplazmatične ili membranske regulatorne proteine i 
aktivacijom MAP kinaza kao i drugih signalnih puteva u ćeliji. Stoga i EDC mogu oponašati 
ovakva dejstva steroidnih hormona (Gore i sar., 2006). 
 
Dejstvo ksenobiotika na organizam pre svega zavisi od vrste kojoj pripada organizam, 
njegovog uzrasta i pola. Najveće efekte ksenobiotici, a prevashodno EDC, imaju na mlade 
organizme bili oni u fetalnom, neonatalnom ili postnatalnom periodu. Potomstvo roditelja, 
koji su bili izloženi ksenobioticima, takođe može biti afektirano. Fetusi i novorođeni su 
veoma osetljivi na supstance iz okoline, osobito na EDC sa efektom na reproduktivni sistem. 
Poznato je da seksualni hormoni u fetalnom i ranom natalnom periodu regulišu diferencijaciju 
pola. Oni utiču kako na organizaciju i diferencijaciju polnih organa, tako i na organizaciju 
određenih regiona CNS-a koji će kasnije biti važni regulatori seksualnog ponašanja u 
adultnom periodu. Bilo kakav poremećaj endokrine homeostaze organizma u ovom periodu 
može dovesti do nesagledivih posledica (Fisher, 2004). 
 
Efekti na adultne organizme su različiti: smanjenje fertilnosti mužjaka (smanjenje količine i 
kvaliteta sperme), povećanje incidence raka prostate i testisa, feminizacija mužjaka (Sharpe, 
2001), razvitak kancera dojke, poremećaji normalnih reproduktivnih ciklusa (estrusnog i 
menstrualnog), endometrioza, lažna trudnoća, smanjenje imune otpornosti, hiper- i 
hipotireodizam, efekti na ponašanje, gojaznost i tumori raznih organa itd (Maffini i sar., 2006; 
Ma, 2009). 
 
S obzirom na to da je većina EDC lipofilne prirode oni podležu sličnim metaboličkim 
putevima razgradnje i eksrecije kao i steroidni hormoni. Metabolizam steroida i EDC se može 
podeliti u 2 faze. U fazi I, dodavanjem polarne funkcionalne grupe jedinjenje postaje 
rastvorljivije u vodi, te se tako olakšava renalna i žučna ekskrecija, a redukuje se reapsorpcija 
u bubrezima. Takođe, smanjuje se i mogućnost lakšeg ulaska ovih supstanci u ćelije i 
njihovog nagomilavanja u masnom tkivu. Hemijske modifikacije lipofilnog supstrata
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(aromatična i alifatična hidroksilacija, oksidativna dealkilacija, N- i S- oksidacija, deaminacija 
i sl.), odvijaju se uz katalitičko dejstvo enzima iz familije citohrom oksidaza P450 (CYP), kao 
i uz prisustvo NADPH i f1avoproteina (FAD, FMN). U fazi II, novonastale hidrofilne 
molekule, konjuguju se sa malim hidrofilnim endogenim supstancama kao što su glukuronska 
kiselina, glutation, glutamin, cistein, glicin itd., uz učešće enzima II faze biotransformacije, 
kao što su NADPH menadion oksidoreduktaza, aldehid dehidrogenaza, UDP-glukuronil 
transferaza (UDPGT) i glutation S-transferaza (GST), čime se olakšava ekskrecija iz 
organizma (Van der Oost i sar., 2003). 
 
Poslednjih godina sve veća pažnja istraživača usmerena je na transportere, koji posreduju u 
ulasku i izlasku ksenobiotika u tkiva i ćelije u biološkom sistemu. Naime, transporterima - 
posredovana apsorpcija, sekrecija i reabsorpcija ksenobiotika sve se više prepoznaju kao bitne 
determinante u biološkoj aktivnosti mnogih ksenobiotika. Transporterima posredovan efluks 
ksenobiotika na nivou gastrointestinalnog trakta, jetre, bubrega, mozga, testisa, placente i 
drugih tkiva može biti protektivni mehanizam, kojim se sprečava akumulacija ksenobiotika u 
ćeliji. Sa druge strane, ksenobiotici mogu dospeti u ćeliju  pomoću transportera koji 
potpomažu njihov ulaz i na taj način ostvariti negativne efekte (revijalni rad Klaasen i Lu, 
2008). 
 
OATPs (eng. Organic anion transporting polypeptides) predstavljaju membranske transportere 
sa 12 transmembranskih domena, koji posreduju u natrijum-nezavisnom preuzimanju 
amfipatičnih organskih jedinjenja u ćeliju. OATPs transportuju veliki broj supstrata, 
uključujući žučne kiseline, eikosanoide, steroide, tireoidne homone i njihove konjugate ali i 
mnogobrojne ksenobiotike kao što su anjonski oligopeptidi, organske boje, različiti toksini i 
mnogi lekovi (revijalni rad Hagenbuch i Gui, 2008; revijalni rad Hagenbuch i Meier, 2003). 
Tokom poslednjih godina, uočeno je da OATPs imaju važnu ulogu u apsorpciji i dispoziciji 
mnogih ksenobiotika. Osim toga neki od OATPs imaju važnu ulogu i u ekskreciji 
potencijalno toksičnih supstanci, te su stoga uključeni u procese detoksikacije (Hagenbuch i 
Meier, 2003). Neki OATPs se selektivno ekspresuju samo u određenom tkivu, kao što je jetra, 
dok se drugi ekspresuju u različitim organima uključujući i krvno-moždanu barijeru, pluća, 
srce, bubreg, placentu, testis i druge. Ipak samo nekoliko ovih transportera su detaljno opisani 
i okarakterisani u literaturi (Hagenbuch i Meier, 2003; revijalni rad Hagenbuch i Gui,  2008). 
 
Što se tiče transporta atrazina u ćeliju još uvek nema dostupnih podataka u literaturi koji bi 
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ukazali na način ulaska atrazina u ćeliju. Pokazano je da atrazin dovodi do promena na nivou 
ćelijske membrane eritrocita pacova (Singh i sar., 2008). Kod riba Danio rerio, na nivou 
embriona pokazano je da atrazin veoma brzo ulazi u ćelije (Wiegand i sar., 2000). Takođe, 
atrazin brzo preuzimaju i bakterijske ćelije (Singh i sar., 2008). Iako ne postoji tačno opisan 
proces ulaska atrazina u ćeliju u literaturi, novija istarživanja pokazala su da atrazin i njegov 
metabolit DACT mogu kovalentno da reaguju sa proteinima i da formiraju stabilne protein 
adukte (Dooley et al., 2006; Dooley et al., 2008), da se vezuju za mesta u mitohondrijalnom 
elektron-transportnom lancu u mišićnim ćelijama i ćelijama jetre pacova, kao i da ispoljava 
svoje efekte i na nivou neurona (Filipov i sar., 2007; Hossain i Filipov, 2008; Pinchuk i sar., 
2007), što sve ukazuje na to da atrazin ulazi u ćeliju gde dalje ostvaruje svoja dejstva. Još 
uvek nema dostupnih podataka u literaturi koji bi ukazali na ulogu OATPs u transportu ovog 
herbicida u ćeliju.  
 
ABC- transporteri (eng. ATP-binding cassette) su prvo otkriveni kao transporteri koji imaju 
važnu ulogu u izbacivanju lekova koji se koriste u hemoterapiji, te su stoga dobili ime i MDR 
(eng. multidrug resistance) proteini. Do danas, identifikovani su brojni ABC- transporteri, 
koji kao ATP zavisni proteini ćelijske membrane transportuju kako endogene tako i egzogene 
supstance i njihove metabolite iz ćelije. MRP1 (ABCC1) proteini su prvi klonirani 
ksenobiotik-transportujući proteini. MRP1 se ekspresuje u većini normalnih tkiva, a njegova 
ekspresija pokazana je i u testisima miševa (Cole i Deeley, 2006; Klaasen i Lu, 2008). Ova 
grupa transportera uključena je u efluks različitih ednogenih i egzogenih glutation konjugata, 
kao što su derivati masnih kiselina, različitih terapeutika i antineoplastika, karcinogena, 
pesticida, herbicida i drugih jedinjenja. MRP1 uključen je i u transport atrazin-glutation 
konjugata (Cole i Deeley, 2006). 
 
 
1.1.1. Uticaj pojedinih EDC na proces steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama 
 
 
U literaturi postoji veliki broj podataka o uticaju pojedinih EDC na steroidogenu aktivnost 
Leydig-ovih ćelija, među kojima su hemikalije za proizvodnju plastike, razni farmaceutski 
proizvodi, kao i pesticidi. 
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Ftalati predstavljaju grupu hemikalija koje se široko primenjuju u proizvodnji plastike u cilju 
povećnja njene fleksibilnosti. Takođe se koriste pri proizvodnji kozmetike, parfema, 
medicinske opreme i lekova. Nađeni su u hrani kao što je sir, margarin, čips (koji se pakuju u 
PVC ambalaži), u PVC igračkama za decu, raznim kućnim uređajima. Tu spadaju: 
dietilheksilftalat (DEHP), monoetilheksilftalat (MEHP), dimetilftalat (DMP), butilbenzilftalat 
(BBP), dibutilftalat (DBP), dioktilftalat (DOP), diizononilftalat (DINP). Utvrđeno je kako 
neki od najviše korišćenih ftalata mogu da ispolje negativne posledice na reproduktivni sistem 
kako kod pacova tako i kod ljudi. Neki od efekata su smanjen anogenitalni razmak, 
kriptohidizam i hipospadias, smanjen broj spermatozoida, itd. (revijalni rad Hu i sar., 2009). 
Tačan mehanizam takvih pojava nije poznat, ali se smatra da je posledica smanjene 
produkcije testosterona za vreme razvoja u majčinoj utrobi. Za DEHP, DBP, DINP i DIBP je 
utvrđeno da smanjuju nivo fetalnog testosterona od 17 dana trudnoće do 2 dana posle rođenja. 
Za DBP je utvrđeno da smanjuje ekspresiju pojedinih gena ključnih za steroidogenezu, tačnije 
gena uključenih u transport holesterola kao što je: SR-B1 (scavenger receptor B, tip 1), StAR 
(steroidogeni akutni regulatorni protein) i TSPO (translokator protein), kao i na ekspresiju 
steroidogenih enzima dezmolaze (CYP11A1, označen i kao P450scc - citohrom P450 enzim 
što cepa bočni lanac holesterola) i 17α-hidroksilaze/C17-20 liaze (CYP17A1) (Borch i sar., 
2006).  
 
Isto tako, Culty i sararadnici  (2008) pokazali su da in utero izlaganje DEHP dovodi kako do 
kratkotrajnog tako i do dugotrajanog inhibitornog efekata na produkciju testosterona kod 
pacova. Naime, kada su ženke pacova hranjene različitim dozama  DEHP (234 – 1250 mg/kg) 
od 14 dana trudnoće pa sve do porođaja, dolazi do povećanja apsolutnog volumena Leydig-
ovih ćelija u adultnom testisu. Uprkos povećanju volumena Leydig-ovih ćelija, testosteron u 
serumu adultnih pacova bio je smanjen kod životinja izloženih svim dozama DEHP. Takođe, 
nakon in utero izlaganja DEHP dolazi do dozno-zavisne redukcije bazalne produkcije 
testosterona u kulturi testisa izolovanih iz fetusa 20. gestacijskog dana. Međutim, rezultati 
ovih autora pokazali su da kod adultnih životinja dolazi do značajnog povećanja ekspresije 
gena za CYP11A1, CYP17A1, StAR, i TSPO što ukazuje na to da se smanjena produkcija 
testosterona posle rođenja ne može objasniti smanjenjem ekspresije steroidogenih enzima kao 
što je to uočljivo 20. gestacijskog dana kao i da različiti molekularni mehanizmi mogu biti 
uključeni u delovanje DEHP na nivou fetalnih i adultnih Leydig-ovih ćelija (Culty i sar., 
2008). 
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Tretman mužjaka pacova sa DEHP tokom pubertalnog perioda, uslovio je signifikantno 
odlaganje prepucijalne separacije pri dozama DEHP od 300 mg/kg i 900 mg/kg. Takođe, 
težine adrogen-zavisnih organa redukovane su kod životinja tretiranih sa obe doze DEHP. 
Uočen je i pad nivoa testosterona u serumu kod tretiranih životinja i  povećan nivo 
luteinizirajućeg hormona (LH), što ukazuje na to da je smanjenje testosterona posledica 
delovanja DEHP na nivou testisa, a ne na nivou hipotalamo-hipofizne osovine. Isto tako, ex 
vivo produkcija tetsosterona bila je redukovana kako u bazalnim tako i u hCG-stimulisanim 
uslovima u vreme puberteta (Noriega i sar., 2009). 
 
Za MEHP je takođe pokazano da ispoljava inhibitorni uticaj na steroidogenezu u primarnoj 
kulturi nezrelih i adultnih Leydig-ovih ćelija pacova. U oba slučaja 250 μM MEHP inhibira 
hCG-stimulisanu produkciju testosterona i smanjuje ekspresiju gena za StAR redukujući 
transport holesterola u mitohondrije. Takođe, MEHP inhibira 5α-reduktaznu aktivnost u 
kulturi nezrelih Leydig-ovih ćelija, što donekle objašnjava antiandrogeni efekat DEHP i 
njegovog primarnog metabolita MEHP u in vivo uslovima, i ukazuje na veću osetljivost 
mladih organizama na delovanje DEHP (Svechnikov i sar., 2008). 
 
Kako su organizmi najčešće izloženi smešama različitih supstanci a ne pojedinačnim, čistim 
jedinjenjima, za smešu od pet ftalatnih estara (BBP, DBP, DEHP, DiBP, i DOP) pokazano je 
da inhibira fetalnu produkciju testosterona kod pacova u dozno-zavisnom maniru. Ovi 
rezultati pokazuju da pojedinačni ftalati koji pokazuju sličan mehanizam dejstva mogu imati 
kumulativan, dozno-aditivan efekat na fetalnu produkciju testosterona i trudnoću kada se 
apliciraju u vidu smeše (Howdeshell i sar., 2008). 
 
Grupi EDC supstanci pripada i bisfenol A. Bisfenol A predstavlja ksenoestrogen koji se 
koristi u proizvodnji polikarbonatne plastike koja se primenjuje u izradi ambalaže za hranu i 
piće, dok se smole napravljene od bisfenola A koriste za premazivanje konzervi u koje se 
pakuje hrana. U takvoj hrani je nađena određena količina bisfenola A (Akingbemi i sar., 
2004). 
 
Pokazano je da se bisfenol A vezuje za estrogeni receptor (ER), što je posledica njegove 
hemijske strukture koja podseća na strukturu estradiola. ER receptori se ekspresuju i u 
Leydig-ovim ćelijama tako da se njegov efekat može ostvariti i u tim ćelijama. Leydig-ove 
ćelije kao i Sertolijeve ekspresuju enzim aromatazu, tako da i to može biti jedno od mesta 
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delovanja ovog ksenoestrogena (Akingbemi i sar., 2004). Kada su mužjaci pacova od 21. dana 
do 35. dana starosti tretirani bisfenolom A u koncentraciji koja je u skladu sa njegovom 
koncentracijom u životnoj sredini, pronađeno je da takav tretman značajno snižava nivo 
testosterona i LH u serumu, dok je nivo iRNK za ER β bio povećan na nivou adenohipofize. 
Zaključuje se da smanjena sekrecija LH dovodi do inhibicije biosinteze testosterona. Takođe, 
takav tretman snižava i nivo estradiola zbog inhibicije aktivnosti aromataze u Leydig-ovim 
ćelijama. Isto tako, tretman Leydig-ovih ćelija sa bisfenolom A u in vitro uslovima dovodi do 
smanjenja ekspresije gena za CYP17A1, što rezultira smanjenom produkcijom testosterona 
(Akingbemi i sar., 2004). 
 
S druge strane, u kulturi mišijih mLTC-1 Leydig-ovih ćelija, pokazano je da bisfenol A 
dovodi do indukcije ekspresije gena za StAR, ali ne i ostalih gena uključenih u 
steroidogenezu (Takamiya i sar., 2007). 
 
Još jednu grupu hemikalija koja u poslednje vreme dobija sve više na značaju sa aspekta EDC 
supstanci čine i farmaceutski proizvodi i proizvodi za ličnu higijenu (eng. Pharmaceuticals 
and Personal Care Products (PPCPs)). PPCPs predstavljaju raznoliku grupu jedinjenja u koje 
spadaju lekovi koji se koriste u medicini i veterini, dijetetski suplementi, drugi potrošački 
proizvodi kao što su parfemi, kozmetički proizvodi, proizvodi koji se koriste za pranje i 
čišćenje u domaćinstvu, kao i svi „inertni“ sastojci koji su deo ovih proizvoda. Ovoj grupi 
hemikalija pripada i triklosan koji se kao antimikrobna supstanca dodaje u paste za zube, 
sapune, šampone i ostale kozmetičke proizvode. Postoje različite studije koje ukazuju da je 
priroda endokrinih poremećaja nastalih pod dejstvom triklosana, kontraverzna, te da efekti 
mogu ići od estrogenih, slabih androgenih ili do anti-androgenih. Za triklosan je takođe 
pokazano da se apsorbuje preko gastrointestinalnog trakta i preko kože, kao i da je njegovo 
prisustvo pokazano u majčinom mleku (Kumar i sar., 2008). Kumar i saradnici (2008) 
pokazali su anti-androgeni efekat triklosana na nivou Leydig-ovih ćelija. Naime, ova 
supstanca smanjuje aktivnost adenilil ciklaze, smanjuje sintezu cAMP, što na kraju rezultira 
smanjenjenom produkcijom testosterona u in vitro uslovima. Ovi autori pokazali su da 
triklosan indukuje smanjenje ekspresije i aktivnosti steroidogenih enzima, kao i da smanjuje 
ekspresiju StAR proteina u dozno-zavisnom maniru. Takođe, Kumar i saradnici (2009) 
pokazali su anti-androgeni efekat triklosana nakon šezdesetodnevnog in vivo tretmana, pri 
čemu je pokazano smanjenje ekspresije i aktivnosti steroidogenih enzima, smanjenje 
ekspresije StAR proteina, smanjenje nivoa LH, folikulostimulirajućeg hormona (FSH),
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holesterola, pregnenolona i testosterona u serumu. Takođe, su zabeležene histopatološke 
malformacije na nivou testisa i aksesornih polnih organa. S druge strane, Zorrilla i saradnici 
(2009) su ispitivali efekat triklosana na pubertalni razvoj kod pacova. Naime, kada su mužjaci 
pacova rase Wistar hranjeni sa različitim dozama triklosana od 23 do 53 dana starosti, nije 
došlo do odlaganja prepucijalne separacije, kao ni promene mase androgen-zavisnih organa. 
Što se tiče nivoa testosterona samo je pri dozi triklosana od 200 mg/kg došlo do smanjenja 
nivoa testosterona u serumu, ali to smanjenje po ovim autorima nije dovoljno izraženo na 
samom početku puberteta, što dalje uslovljava normalan razvoj reproduktivnog trakta kao i 
sam pubertet. 
 
Parabeni su grupa alkil estara hidroksibenzoeve kiseline u koje spadaju metil-, etil-, propil-, 
butil-, izobutil-, izopropil- i benzil-paraben. Parabeni se široko koriste kao konzervansi u 
kozmetici, u proizvodima za ličnu higijenu, hrani i farmaceutskim proizvodima. Ljudi su 
parabenima izloženi upotrebom kozmetike i sredstava za ličnu higijenu, međutim još uvek u 
literaturi ne postoji dovoljno podataka koji ukazuju na moguće negativne posledice ovih 
supstanci. Za parabene je pokazano da pokazuju slabu estrogenu aktivnost, a za neke 
predstavnike, kao što je butil-paraben pokazano je da smanjuje nivo testosterona, kao i 
produkciju spermatozoida kod pacova (Taxvig i sar., 2009). Ako se 21 dan stari Wistar pacovi 
izlažu 8 nedelja butil-parabenu, koji je dodat u hranu, dolazi do dozno-zavisnog smanjenja 
koncentracije testosterona kao i mase epididimisa. Takođe, opada i broj spermatozoida koji se 
skaldište u kaudi epididimisa, kao i dnevna produkcija spermatozoida kod tretiranih u odnosu 
na kontrolnu grupu životinja (Oishi, 2001).  
 
U grupu PPCPs spadaju i lekovi. Jedan takav primer je i ketokonazol. Ketokonazol je oralno 
aktivni antifugalni agens širokog spektra koji se koristi u lečenju kožnih i gljivičnih infekcija. 
Ketokonazol inhibira enzim citohrom P450-zavisnu 14-demetilazu, koja katališe konverziju 
lanosterola do ergosterola kod kvasaca i gljiva. Pored svoje antifugalne aktivnosti, 
ketokonazol takođe inhibira nekoliko citohrom P450 enzima kod sisara i na taj način remeti 
proces steroidogeneze u testisima, nadbubrežnim žlezdama i placenti. Naročito osetljiv na 
delovanje ketokonazola je CYP17, ključni enzim na putu testikularne steroidogeneze (Scott i 
sar., 2009). 
 
Dosadašnja istraživanja ukazuju da mnogi pesticidi mogu da remete funkcije reproduktivnog 
sistema. Pokazano je da jednokratna oralna primena niske doze organohlornog pesticida
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lindana (5 mg/kg/telesne mase) redukuje testikularnu steroidogenezu, smanjujući nivo StAR 
proteina, kao i aktivnost steroidogenih enzima 3βHSD i 17βHSD, 12 h i 24 h nakon tretmana 
(Saradha i sar., 2008).  
 
Vinklozolin i iprodion su fungicidi koji se široko koriste na poljoprivrednim područjima i koji 
pokazuju antiandrogene efekte kod pacova. Kada su mužjaci pacova rase Sprague-Dawley 
hranjeni sa različitim dozama vinklozolina (0, 10, 30, 60, i 100 mg/kg/dan) samostalno ili u 
kombinaciji sa iprodionom (50 mg/kg/dan) od 23 do 55-57 dana starosti pokazano je da dolazi 
do odlaganja prepucijalne separacije, redukcije mase androgen-zavisnih organa i povećanja 
nivoa testosterona u serumu. Dodatkom iprodiona pojačava se efekat vinklozolina na 
odlaganje prepucijalne separacije, dok sa druge strane iprodion ima antagonistički efekat na 
vinkozolin-indukovano povećanje testosterona u serumu pacova (Blystone i sar., 2009).  
 
Još jedan primer pesticida koji remeti reproduktivne funkcije je i atrazin. Atrazin je jedan od 
često korišćenih pesticida za koga je pokazano da redukuje in vivo produkciju testosterona kod 
juvenilnih pacova (Trentacoste i sar., 2001; Friedmann, 2002), ali će uticaj ovog herbicida na 
reproduktivne funkcije biti detaljnije opisan u sledećem poglavlju ove doktorske disertacije.  
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1.2. Atrazin 
 
 
Atrazin (Slika 1.1.) pripada grupi “triazina”, tačnije hloro-s-triazinskim herbicidima, u koju 
spadaju i simazin, propazin, terbutilazin i cianazin (Enoch i sar., 2007). Zajednička 
karakteristika ove grupe pesticida je s-triazinski prsten (U.S. EPA, 2002). Atrazin 
(C8H14CIN5) ima molekulsku masu 216, i hemijski naziv 2-hloro-4-etilamino-izopropilamino-
s-triazin (CAS) i 6-hloro-N-etil-N`-izopropil-1,3,5, triazinedil-2-4 diamin (IUPAC). 
 
Slika 1.1. Strukturna formula atrazina 
 
Atrazin je beli prašak bez mirisa, nije isparljiv, niti reaktivan. Umereno je rastvorljiv u vodi, 
ali je rastvorljiv u organskim rastvaračima kao što je aceton, hloroform i etil acetat (Gros i 
Rauschenberger, 2006). Rastvorljivost atrazina u vodi je 30 mg/L na 20°C, u metanolu 18000 
mg/L a u hloroformu 52000 mg/L. Može se komercijalno kupiti u obliku granula, praška ili 
rastvora, ali da bi bio aktivan mora se rastvoriti u vodi. Zbog njegove niske rastvorljivosti u 
vodi, često mu se dodaju surfaktanti koji povećavaju njegovu solubilnost i olakšavaju njegovo 
delovanje. Pre upotrebe mora se proceniti efekat surfaktanta na okolinu kao i njegova 
korisnost kao preferencijalnog izvora ugljenika i energije (Gros i Rauschenberger, 2006). 
 
U zelene delove biljke dospeva preko korenovog sistema, gde zaustavlja proces fotosinteze. 
Apsorbuju ga sve biljke na tretiranom području, ali se on kod biljaka koje su otporne na ovaj 
herbicid metaboliše pre nego što ispolji svoj efekat na fotosintezu (Shimabukuro i sar., 1970). 
U korovskim biljkama, on se vezuje za plastohinon-vezujući protein u fotosistemu II na 
tilakoidnoj membrani hloroplasta i inhibira transport elektrona (Jursinić i Pearcy, 1988). Neke 
korovske biljke su se adaptirale na ovaj herbicid. Otporne biljke mogu razviti različite 
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mehanizme tolerancije na atrazin, ali su to najčešće mutacije psbA gena, koji je odgovoran za 
ekspresiju D1 proteina u fotosistemu II. Promene u sekvenci D1 proteina uzrokuju promene u 
konformaciji veznog mesta za atrazin na ovom proteinu, što dovodi do tolerancije na ovaj 
herbicid. Tolerancija, takođe može biti posledica procesa detoksifikacije. Na primer, kod 
kineske šećerne trske povećanje aktivnosti glutathion-S-transferaze prouzrokuje toleranciju na 
atrazin (Sulmon i sar., 2004; de Prado i sar., 2000; Cherifi i sar., 2001). Kod atrazin toleratnog 
kukuruza procesi monooksigenacije atrazina i vezivanja za glutation, dovode do tolerancije 
(Gros i Rauschenberger, 2006). 
 
Pri upotrebi, deo atrazina ostaje u spoljašnjoj sredini i može da se nađe u zemljištu, vodi i 
vazduhu. Godišnje se približno 24-30 miliona kilograma atrazina primeni u Sjedinjenim 
Američkim Državama u poljoprivredne svrhe, na poljima kukuruza, šećerne trske i pšenice, 
kao i za održavanje travnatih površina, pri čemu je ova količina relativno konstantna tokom 
prethodnih nekoliko decenija (Barr i sar., 2007). Relativno velike količine atrazina mogu 
isparavati iz zemljišta u atmosferu, gde se uglavnom nalazi adsorbovan na čestice prašine i na 
taj način može biti transportovan na velike udaljenosti (U.S. EPA, 2001). Zbog svoje relativne 
perzistentnost i mobilnosti u životnoj sredini, jedan je od najčešće detektovanih pesticida 
kako u površinskim tako i u podzemnim vodama (Barr i sar., 2007). Koncentracija atrazina 
može dostići maksimalne vrednosti od približno 100 μg/L u potocima i rekama 
poljoprivrednih područja nakon oluje (Murphy i sar., 2006). Međutim, ove maksimalne 
koncentracije kratko traju, a prosečne koncentracije pri dužem vremenskom periodu retko 
prelaze 20 μg/L. Povišene koncentracije atrazina se detektuju u proleće i poklapaju se sa 
periodom razmnožavanja mnogih vrsta vodozemaca koji žive u ribnjacima, vlažnom zemljištu 
i drugim staništima na koja otiče voda sa poljoprivrednih polja. Zbog toga, vodozemci mogu 
biti izloženi visokim koncentracijama atrazina tokom perioda ranog razvoja kada je njihov 
endokrini sistem veoma osetljiv na hemijske stresore (Murphy i sar., 2006). Ljudi su najčešće 
izloženi dejstvu ovog herbicida preko kontaminirane vode, inhalacijom i apsorpcijom preko 
kože, i veoma retko preko hrane (U.S. EPA, 2001). 
 
Poluživot atrazina u zemljištu iznosi od nekoliko nedelja do nekoliko meseci. Ostaje dugo 
prisutan i u površinskim vodama gde vreme polu raspada iznosi više od 200 dana. Polu život 
atrazina u vazduhu je oko 14 sati. Koncentracija atrazina u spoljašnjoj sredini varira, u 
zavisnosti od sezone, najveća je u proleće i leto, kada se i upotrebljava ovoj herbicid. 
Prosečna koncentracija detektovana u vodi iznosi 18.9 ppb, dok je maksimalna koncentracija 
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u toku sezone apliciranja 61.6 ppb. Koncentracija atrazina u vazduhu takođe varira u 
zavisnosti od sezone i kreće se od 0.03-0.32 µg/m3. Prisutnost atrazina u hrani je retka, 
detektovane koncentracije su vrlo niske i kreću se u rasponu od 0.001 do 0.028 ppm 
(Toxicological Profile for Atrazine, 2003) 
 
Kao rezultat široke upotrebe, atrazin je jedan od najčešće detektovanih pesticida kako u 
površinskim, tako i u podzemnim vodama USA (Sass i Colangelo, 2006). Trenutno 
predstavlja jedan od dva najšire korišćena pesticida u Sjedinjenim Američkim Državama, dok 
je u periodu između 1985. i 2001. predstavljao najčešće primenjivani pesticid (Barr i sar., 
2007). Atrazin se počeo upotrebljavati u Evropi 1958. godine i od tada je bio u širokoj 
upotrebi za suzbijanje jednogodišnjih travnih i širokolisnih korova na poljima kukuruza, 
šećerne repe, kao i u zasadima voćaka (Gros i Rauschenberger, 2006). Obzirom da je 
Evropska Unija propisala uniformne granice od 0.1 ppb za sve pesticide u vodi za piće i 
podzemnim vodama, zbog nemogućnosti održavanja kontaminacije voda ispod ovog nivoa 
Evropske regulative zabranjuju upotrebu atrazina od oktobra 2003. godine (Sass i Colangelo, 
2006). U našoj zemlji on je takođe u upotrebi, a postoje podaci o prisustvu atrazina u 
podzemnim vodama na teritoriji Vojvodine (Pucarevic i sar., 2002). 
 
 
1.2.1. Biološki efekti atrazina 
 
 
Dejstvo atrazina na organizam pre svega zavisi od vrste kojoj pripada taj organizam, njegovog 
uzrasta i pola. Najosetljiviji na dejstvo ovog pesticida svakako su mladi organizmi, bili oni u 
fetalnom, neonatalnom ili postnatalnom periodu. Potomstvo roditelja, koji su bili izloženi 
atrazinu, takođe može biti afektirano.  
 
Toksične efekte, atrazin ostvaruje prvenstveno na nivou endokrinog i reproduktivnog sistema 
(revijalni rad Solomon, 2000), ali dokumentovani su i brojni sistemski efekti, kao što su 
opadanje telesne mase (Trentacoste i sar., 2001; Stoker i sar., 2000), promene na nivou 
kardiovaskularnog sistema kod pacova (Chan i sar., 2007), štetno dejstvo na DNK srca, jetre i 
bubrega (Željezić i sar., 2004). Proučavanja efekta tretmana atrazinom tokom pregestacionog, 
gestacionog i perioda laktacije, pokazala su da ovaj tretman dovodi do post-implantacionih 
abortusa, smanjenja telesne mase, nepotpune osifikacije, da ima efekat na razvoj nervnog 
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sistema i da dovodi do poremećaja u razvoju reproduktivnog sistema (Wilhelms i sar., 2006; 
Rodriguez i sar., 2005; Cummings i sar., 2000).  
 
Atrazin ispoljava nisku akutnu toksičnost kod sisara. Dermalna LD50 (srednja letalna doza 
koja kod 50% životinja ima letalan efekat) kod zečeva iznosi 7500 mg/kg, a kod pacova je 
veća od 3000 mg/kg. Oralna LD50 kod pacova ide u rasponu od 1900-3000 mg/kg, dok su 
vrednosti oralne LD50 kod miševa 1750 mg/kg, a kod zečeva 750 mg/kg. Inhalaciona LD50 
kod pacova iznosi 700 mg/m3. Simptomi koji se javljaju kod pacova izloženih letalnoj oralnoj 
dozi atrazina uključuju početnu eksitaciju pa potom depresiju disanja, nepostojanje 
kordinacije motornih funkcija, hronični spazam i hipotermiju. Životinje najčešće umiru nakon 
12 h- 24 h. Takođe, dolazi do kardijačne dilatacije, krvarenja na nivou jetre i slezine, plućnih 
edema, distrofičnih promena na bubrežnim tubulama kao i hemoragije na nivou drugih organa 
(Gros i Rauschenberger, 2006). 
 
Ispitivanja kancerogenog potencijala atrazina vršeno je u brojnim epidemiološkim studijama. 
Postoje podaci o uticaju atrazina, ali i kombinacije atrazina i drugih pesticida, na različite 
tipove kancerogenih promena, najčešće ne-Hočkin limfoma, kancer dojke, ovarijuma i 
prostate. Međutim, svega nekoliko epidemioloških studija ukazuje na moguću vezu između 
izloženosti atrazinu i povećanog rizika od pojave tumora. Mnogo drugih studija nije ovo 
potvrdilo, tako da za sada nema dovoljno podataka da bi se izveo pouzdan zaključak o uticaju 
ovog herbicida na pojavu tumora (Triazine Network, 2004). Tako su na primer, regionalna 
istraživanja populacije žena na području Kentakija pokazala da ne postoji rizik ni za kancer 
dojke, kao ni za kancer ovarijuma (Hopenhayn-Rich i sar., 2002). In vitro, citogenetičke 
studije na kulturi humanih limfocita, pokazale su da atrazin, kao i simazin i cijanazin nisu 
genotoksični, te da ne prouzrokoju citogenetička oštećenja (Kligerman i sar., 2000a). In vivo 
studije na nivo mikronukleusa koštane srži kod miševa, su takođe pokazale da atrazin, simazin 
i cijanazin nisu genotoksični, kao i da nije bilo signifikantnih izmena sestrinskih hromatida i 
hromozomskih aberacija u kulturi limfocita izolovanih iz slezine tretiranih životinja 
(Kligerman i sar., 2000b). 
 
Istraživanja na životinjama ukazuju da je pojava kancerogenih promena specifična za vrstu 
rasu i pol. Pojava tumora mlečnih žlezda uočena je kod pacova soja Sprague-Dawley, ali ne i 
kod soja Fisher 344. Naime, dugotrajno oralno izlaganje atrazinu (400 ppm, ~ 22.5 mg/kg) 
ubrzava sazrevanje reproduktivnog sistema kod ove vrste pacova, prouzrokuje hormonski 
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disbalans na nivou hipotalamo-hipofizne ovarijalne osovine, što rezultira povećanom 
frekvencom tumora mlečnih žlezda. Takođe, umesto regularnog ovarijalnog ciklusa u 
ovakvim uslovima dolazi do stalne vaginalne kornifikacije, a pojavljuju se i polifolikularni 
ovarijumi koji nastavljaju da luče estradiol (Eldridge i sar., 1994, 1999a, 1999b). 
Ovarijektomisani Sprague-Dawley pacovi koji su dve godine bili izlagani visokim dozama 
atrazina, nisu razvili ni tumor niti proliferativne lezije na mlečnim žlezdama (Eldrige i sar., 
1999b). 
 
 
1.2.2. Metabolizam atrazina  
 
 
Istraživanja sprovedena od strane Agencije za zaštitu životne sredine (Environmental 
Protection Agency – EPA) ukazuju da osim atrazina, neki produkti njegove degradacije mogu 
imati biološki efekat. Ova činjenica ukazuje na važnost ispitivanja metabolizma ovog 
herbicida.  
 
Metabolizam atrazina je prilično kompleksan i rezultuje stvaranjem mnogobrojnih produkata 
razgradnje. Metabolizam kod riba, ptica, sisara, kao i kod mikroba najčešće podrazumeva N-
monodealkilaciju i procese hidroksilacije. Najčešći metaboliti atrazina predstavljeni su na slici 
1.2. U vodenim sistemima atrazin uglavnom podleže dealkilaciji i formiraju se deetilatrazin 
(DEA), deizopropilatrazin (DIA) i terminalni produkt dealkilacije diaminohlorotriazin 
(DACT). U novijim istraživanjima DACT je identifikovan kao primarni metabolit atrazina u 
plazmi pacova (McMullin i sar., 2003), u urinu i plazmi kod miševa (Ross i Filipov, 2006; 
Ross i sar., 2008), kao i u urinu kod ljudi (Barr i sar., 2007). Međutim, DACT se ne formira u 
signifikantnim količinama tokom inkubacije hepatičnih mikrozoma sa atrazinom (Ross i 
Filipov, 2006) ili u primarnoj kulturi hepatocita pacova (McMullin i sar., 2007). Međutim, 
poređenjem koncentracija DACT i atrazina sa DEA i DIA u jetri pacova, uočeno je da su 
prisutne samo umerene koncentracije DEA i DIA, što ukazuje da se ovi metaboliti brzo 
prevode u DACT u samoj jetri, ili da je DACT već nastao u epitelijalnim ćelijama creva i da 
se kao takav transportovao do jetre (Ross i sar., 2008). Ross i saradnici (2008) su takođe 
pokazali da su atrazin i DACT osim u urinu i plazmi kod miševa, pronađeni u visokim 
koncentarcijama u jetri, bubrezima, kao i da je DACT pronađen u visokom nivou u mozgu 
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24 h nakon jednokratnog oralnog izlaganja miševa atrazinu. Atrazin i DACT detektovani su i 
u timusu i jetri.  
 
Ranija istraživanja na ljudima identifikovala su atrazin merkapturat (AM) kao primarni 
metabolit. AM je često dektektovan u urinu farmera koji koriste atrazin, nihovih supruga, a 
ponekad i u urinu njihove dece, pri čemu se najveća koncentracija detektuje dan nakon 
primene atrazina. Međutim, nije dovoljno meriti samo ovaj metabolit da bi se tačno odredila 
kategorija izloženosti. Ukupno je identifikovano ili postulirano 8-12 metabolita atrazina. 
Drugi hloro-s-triazini koji se koriste umesto atrazina ili kao njegovi dodaci, kao što su 
simazin i propazin, metabolišu se na sličan način (za reference pogledati Barr i sar., 2007). 
 
 
 
Slika 1.2. Najčešći metaboliti atrazina  
 
Takođe, profil detektovanih metabolita se dramatično razlikuje u zavisnosti od scenarija 
izloženosti ovom pesticidu. Profesionalna ili akutna izloženost niskim dozama (na primer 
nakon primene atrazina na travnjacima) podrazumeva da je osoba više izložena direktno 
atrazinu, a manje produktima njegove degradacije. Međutim, izloženost ovom herbicidu u 
spoljašnjoj sredini ima drugačije posledice. U ovom slučaju ljudi dolaze u kontakt sa 
atrazinom putem vode i hrane, što može značiti da produkti dealkilacije i hidrolize 
predstavljaju njegov najveći udeo. Naime, produkti degradacije atrazina koji zadržavaju hlor 
imaju biološku aktivnost sličnu samom atrazinu, dok hidroksilovani metaboliti ne zadržavaju 
biološku aktivnost (Barr i sar., 2007).  
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Generalno gledano, metaboliti triazinskih herbicida manje su potentni nego parentalne 
komponente. Dokumentovana je značajna metabolička razlika između sisarskih vrsta, ali je 
pokazano da je N-monodealkilacija i izopropil- ili tercbutil- hidroksilacija praćena 
sulfoksidacijom, jedan od glavnih puteva metabolizma ovog herbicida. Kod glodara pokazano 
je različito učešće CYP1A i CYP2B enzima, ali uočena je i uloga CYP2D1 i CYP2E1 
enzima. U humanoj populaciji, za CYP1A2 pokazano je da ima glavnu ulogu u hepatičnom 
metabolizmu atrazina. Naime, pre-indukcija sa 3-metilholantrenom (3-MC) značajno indukuje 
metabolizam atrazina. Smatra se da kod riba, kod kojih je CYP1A1 glavni hepatični enzim 
koji se može indukovati sa 3-MC, baš ovaj enzim ima ključnu ulogu u metabolizmu atrazina. 
Pored toga, studije na nivou ribljih embriona ukazuju na moguću ulogu konjugacije sa 
glutationom (Van der Berg i sar., 2003). 
 
Buchholz i saradnici (1999) određivali su metabolite atrazina u uzorcima humanog urina 
nakon dermalnog izlaganja. Merkapturni i dealkilirani metaboliti dominiraju u urinu, dok 
parentalne komponente nisu detektovane. Za prvu fazu metabolizma s-triazinskih derivata 
najvažniju ulogu ima hepatični CYP1A2 (Lang i sar., 1997), dok je za drugu fazu 
biotransformacije ovog herbicida pokazana zanačajna uloga GST kako kod ljudi tako i kod 
miševa (Abel i sar., 2004). 
 
U jetri pacova, N-monodealkilacija i izopropilhidroksilacija hlorotriazina predstavljaju 
dominantan način biodegradacije (Gojmejac i Kniewald, 1989) katalisane enzimima 
CYP1A1, CYP2B1 kao i CYP2B2 (Hanioka i sar., 1999). 
 
Metaboliti atrazina su relativno perzistentni u zemljištu/sedimentu, sa prosečnim aerobnim i 
anaerobnim polu-životom u zemljištu u rasponu od 58-547 dana, dok je polu-život u vodi u 
aerobnim uslovima 2 puta veći (revijalni rad: Solomon i sar., 2008).  
 
Međutim, atrazin se vrlo brzo eliminiše iz organizma. U organizmu pacova polu-život 
atrazina je veoma kratak (<1 dan). U plazmi atrazin se može identifikovati već posle 8-10 h 
nakon izlaganja životinje. Osnovne komponente se iz krvi uklone tokom 8-24 h posle 
tretmana. Pokazano je da se 93% atrazina izluči putem urina i fecesa u prvih 72 h nakon 
oralnog apliciranja (Buchholz i sar., 1999; Timchalk i sar., 1990). 
 19 
1.2.3. Efekti atrazina na endokrini sistem 
 
 
Potencijalno neželjene posledice dejstva atrazina fokusirane su na reproduktivne funkcije, 
seksualno sazrevanje i funkciju štitne žlezde. Svoje efekte atrazin ispoljava kako na muški, 
tako i na ženski reproduktivni sistem. 
 
Najveći broj radova koji se bave ispitivanjem toksičnog efekta oralno unetog atrazina na 
reproduktivni sistem ženki govori o poremećaju estrusnog ciklusa. 
 
Proučavanjem efekta ovog pesticida na ovarijalne funkcije pacova rase Long-Evans i 
Sprague-Dawley pokazano je da prolongirano oralno izlaganje atrazinu (21 dan) u dozi od 75 
mg/kg telesne mase narušava normalni četvorodnevni estrusni ciklus kod obe rase pacova. 
Izlaganje većim dozama atrazina prouzrokovalo je produženo trajanje diestrusa kod Long-
Evans pacova koji su primali 150 mg/kg atrazina, kao i kod Sprague-Dawley pacova koji su 
primali 150 mg/kg i 300 mg/kg atrazina. Ove promene praćene su povišenim nivoom 
progesterona, a smanjenim nivoom estrogena u serumu što ukazuje na uslove pseudotrudnoće 
(Cooper i sar., 1996). Efekat atrazina na ženski reproduktivni sistem uočen je i kod svinja 
tretiranih sa niskim dozama ovog herbicida (2 mg/kg, tokom 19 dana estrusnog ciklusa). 
Tretman je prouzrokovao cistične ovarijalne degeneracije, izostanak narednog estrusnog 
ciklusa, kao i promene nivoa hormona u serumu, povišen nivo progesterona, a smanjen nivo 
estradiola (Gojmejac i sar., 1996).  
 
S druge strane, Eldrige i sararadnici (1999b) pokazali su da dugotrajno izlaganje atrazinu 
ubrzava sazrevanje reproduktivnog sistema kod ženki pacova vrste Sprague-Dawley, što 
dovodi do ranijeg ulaska u estrus i promena na estrogen zavisnim tkivima koje se uočavaju i 
pri dugotrajnoj izloženosti povišenom nivou estrogena. Ovakav hormonski milje dovodi se i u 
vezu sa povećanom frekvencom tumora mlečnih žlezda kod ove vrste pacova.  
 
Žene koje žive i rade na farmama, u blizini mesta aplikacije atrazina, mogu biti izložene 
štetnom dejstvu ovog herbicida. Tako je pokazano da se upotreba atrazina može dovesti u 
vezu sa produženim ciklusima, izostankom periode i intermenstrualnim krvarenjima kod 
premenopauzalnih žena (Farr i sar., 2004). 
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Humana populacija može biti izložena atrazinu preko vode, vazduha, dok se on retko nalazi u 
hrani. Međutim, pokazano je da se nivo atrazina u gradskoj vodi za piće u Španiji ne može 
dovesti u vezu sa prevremenim porođajem i niskom težinom novorođenčadi (Villanueva i sar., 
2006). 
 
Cooper i saradnici (2000) pokazali su da atrazin ima dramatične efekte na neuroendokrinu 
kontrolu ovarijalne funkcije kod pacova, kao i da postoje jasne razlike u efektima atrazina u 
odnosu na vrstu organizama, primenjenu koncentraciju i dužinu izlaganja. Naime, jednokratna 
primena atrazina u dozi od 300 mg/kg dovodi do smanjenja preovulatornog talasa 
luteinizirajućeg hormona (LH) i prolaktina kod ovarijektomisanih ženki pacova Long-Evans, 
ali ne i kod Sprague-Dawley pacova. Oralno apliciranje atrazina tri uzastopna dana blokira 
estradiolom indukovano oslobađanje LH i prolaktina na dozno zavistan način (50, 100, 200, 
300 mg/kg) kod ženki pacova soja Long-Evans, dok je isti tretman bez efekta kod ženki 
pacova soja Sprague-Dawley. Hronično izlaganje atrazinu u trajanju od 21 dan prouzrokovalo 
je smanjeno oslobađanje LH i prolaktina, a odgovor je bio srazmeran primenjenoj dozi kod 
obe vrste ženki pacova. U ovom radu, takođe je pokazano, da je dejstvo atrazina usmereno na 
hipotalamičnu kontrolu ovih hormona. 
 
U radu McMullin i saradnici (2004) je pokazano da petodnevni tretman ovim herbicidom, kao 
i tretman diaminohlorotriazinom, osnovnim metabolitom atrazina, blokira estradiol 
benzoatom/progesteronom-indukovano oslobađanje LH na dozno zavistan način kod 
ovarijektomisanih ženki Sprague-Dawley pacova. Diaminohlorotriazin, takođe, smanjuje 
oslobađanje LH iz hipofize kao odgovor na egzogeno primenjen gonadotropni oslobađajući 
hormon (GnRH) što ukazuje da pored hipotalamične funkcije i funkcija hipofize može biti 
narušena. Istraživanjem mehanizma dejstva atrazina na hipotalamične funkcije pokazano je da 
atrazin, ali ne i diaminohlorotriazin, inhibira vezivanje estradiola za estrogeni receptor α (ER-
α) na dozno zavistan način. Nasuprot tome, in vivo studije su pokazale da primena doze 
atrazina koja supresuje oslobađanje LH, ne menja vezivanje estradiola za ER na nivou 
hipotalamičnih nukleusa (McMullin i sar., 2004). 
 
Za atrazin i diaminohlorotriazin pokazano je da imaju antiestrogeno dejstvo koje nije 
posredovano vezivanjem za ER. Naime, ni atrazin ni njegov metabolit ne utiču na bazalnu i 
17β-estradiolom indukovanu proliferaciju MCF7-BUS ćelija. Međutim pokazano je da 
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diaminohlorotriazin inhibira aromataznu aktivnost u ćelijskoj liniji JEG-3 (karcinom humane 
placente). Takođe je pokazano da atrazin i njegov metabolit indukuju 7-etoksirezorufin-O-
deetilaznu aktivnost, te da stimulišu metabolizam estrogena (Oh i sar., 2003). U saglasnosti sa 
ovim, su i rezultati drugih autora (Connor i sar., 1996) koji su pokazali da atrazin i simazin 
svoj antiestrogeni/estrogeni efekat ne ostvaruju preko ER. S druge strane, na modelu H295R 
humanih adrenokortikalnih karcinoma ćelija je pokazano da atrazin indukuje aromataznu 
aktivnost na dozno-zavisan način i povećava nivo CYP19 iRNK (Fan i sar., 2007a, 2007b; 
Heneweer i sar., 2004; Sanderson i sar., 2000, 2002, 2003). Pretpostavlja se da mehanizam 
indukcije aromataze ide preko inhibicije aktivnosti fosfodiesteraze i povećanja cikličnog 
adenozin monofosfata (cAMP) (Sanderson i sar., 2000, 2002; Roberge i sar., 2004). Analogni 
profil indukcije aromataze primećen je i u humanoj ćelijskoj liniji JEG-3 (Sanderson i sar., 
2001). Međutim, atrazin nije uticao na indukciju aromataze u MCF-7 ćelijama (ćelijska linija 
humanog kancera dojke) (Sanderson i sar., 2001), kontinualnoj ćelijskoj liniji RC2 (karcinom 
Leydig-ovih ćelija) (Heneweer i sar., 2004), kao i u KGN ćelijskoj liniji (tumorske ćelije 
slične ovarijalnim granuloza ćelijama) (Morinaga i sar., 2004). Fan i saradnici (2007a) su 
pokazali 54 puta veću ekspresiju SF-1 u atrazin-osetljivim H295R ćelijama, u odnosu na 
atrazin-nesenzitivnu KGN ćelijsku liniju, kao i indukciju gena za aromatazu preko povećane 
interakcije SF-1 sa aromataznim promotorom II (ArPII). Isti autori su pokazali da egzogeni 
SF-1 povećava ekspresiju gena za aromatazu u KGN ćelijskoj liniji. 
 
Ovaj herbicid ima sposobnost da ispoljava estrogenima slične aktivnosti u kancerskim 
ćelijama (Albanito i sar., 2008). Potencijalan mehanizam ovakvog delovanja mogla bi biti 
aktivacija GPR30 (G-Protein-coupled-Receptor 30), prvi strukturno okarakterisan estrogeni 
membranski receptor, koji dalje pozitivno reguliše AC (adenilil ciklazu) i MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) kinaze. GPR30 je ekspresovan u različitim tkivima, u određenim 
regionima mozga, placenti, jajnicima, testisima, prostati, srčanom mišiću, pankreasu, plućima, 
skeletnim mišićima, kolonu, vaskularnom epitelu i limfoidnom tkivu. Zbog toga atrazin i 
njemu slična jedinjenja imaju sposobnost da podražavaju estrogene efekte u raznim tkivima 
(Thomas i Dong, 2006). 
 
Prenatalno izlaganje atrazinu u koncentraciji od 100 mg/kg telesne mase usporava razvoj 
mlečne žlezde i odlaže vaginalno otvaranje kod potomstva ženki pacova Long-Evans koje su 
bile izložene dejstvu ovog pesticida tokom kritičnog perioda trudnoće (Rayner i sar, 2005; 
Rayner i sar, 2004). Oralno apliciranje atrazina ženkama Wistar pacova tokom perioda 
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laktacije inhibira sisanjem indukovano oslobađanje prolaktina, što rezultira prostatitisom kod 
potomaka muškog pola (Stoker i sar., 1999). Pokazano je da atrazin pri koncentracijama od 
100 mg/kg i 200 mg/kg svoje negativne efekte ispoljava i tokom ranog perioda trudnoće kod 
različitih sojeva pacova prouzrokojući prekid trudnoće tokom preimplantacionog i 
postimplantacionog perioda (Narotsky i sar., 2001; Cummings i sar., 2000). Takođe, 
Rosenberg i sararadnici (2008) pokazali su da oralna aplikacija atrazina trudnim ženkama 
pacova Sprague Dawley ima in utero efekte koji se manifestuju na muškom potomstvu u 
neonatalnom, prepubertalnom kao i u odraslom dobu. Naime, administracija atrazina u 
dozama od 50-100 mg/kg ostavlja posledice na androgen-zavisne procese kao što je 
smanjenje anogenitalne distance, odložena prepucijalna separacija, a takođe redukuje nivo 
intratestikularnog i serumskog testosterona u adultnom dobu (Rosenberg i sar., 2008). 
Indirektni uticaj atrazina na hipofizno-gonadalnu osovinu mladunaca muškog i ženskog pola 
proučavan je apliciranjem atrazina njihovim majkama za vreme graviditeta ili tokom trudnoće 
i laktacije. Kod mladunaca oba pola primećeno je sporije sazrevanje ove ose i modifikacija 
aktivnosti ezima 5α-reduktaze (Kniewald i sar., 1987). 
 
Pubertet kod sisarskih vrsta je period brzih interaktivnih endokrinoloških i morfoloških 
promena. Atrazin, kao jedna od supstanci koja remeti funkcije endokrinog sistema, utiče na 
pubertalni razvoj što je pokazano na modelu laboratorijskih životinja. 
 
Ženke pacova rase Wistar koje su oralno tretirane atrazinom u postnatalnom periodu od 21. do 
41. dana, pokazuju signifikantno odlaganje vaginalnog otvaranja pri dozama ovog herbicida 
od 50 mg/kg, 100 mg/kg i 200 mg/kg. Telesne mase, kao i mase nabubrežne žlezde, bubrega, 
hipofize, ovarijuma i uterusa redukovane su kod životinja tretiranih sa 200 mg/kg atrazina. 
Takođe su uočene nepravilnosti u estrusnom ciklusu i produženo trajanje diestrusa kod ženki 
tretiranih atrazinom u dozama od 100 mg/kg i 200 mg/kg. Promene nivoa tireoidnih i 
tireostimulirajućeg hormona u serumu nisu uočene, a takođe nije bilo ni histopatoloških ni 
morfoloških promena na nivou tireoidne žlezde (Laws i sar., 2000). 
 
Slični rezultati pokazani su i u radu Ashby i sar. (2002) gde su ženke pacova rase Wistar i 
Sprague-Dawley oralno tretirane atrazinom u postnatalnom periodu od 21. do 46. dana 
starosti. Značajno odlaganje vaginalnog otvaranja pri dozama atrazina od 30 mg/kg i 100 
mg/kg uočeno je kod pacova rase Sprague-Dawley, a kod rase Wistar pri dozi od 100 mg/kg. 
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U radu Trentacoste i saradnici (2001), pokazano je da oralna aplikacija atrazina mužjacima 
pacova rase Sprague-Dawley u postnatalnom periodu od 22. do 47. dana starosti u dozama od 
100 mg/kg i 200 mg/kg značajno smanjuje nivo testosterona u serumu i intersticijalnoj 
tečnosti. Nivo LH bio je signifikantno smanjen samo pri većoj dozi atrazina. Takođe dolazi do 
redukcije telesne mase, smanjenja masa semenih vezikula i ventralne prostate. Da bi se 
utvrdilo da li je promena u nivou testosterona kod ovih životinja u direktnoj vezi sa atrazinom 
ili smanjenom telesnom masom, jednoj grupi životinja je smanjen unos hrane, tj. sveden na 
količinu koju su uzimali pacovi tretirani atrazinom. Uočen je pad serumskog testosterona, 
smanjenje telesne mase i mase androgen-zavisnih tkiva, kao i nizak nivo LH u serumu kod 
životinja kojima je bio ograničen unos hrane, tako da su ovi autori postavili pitanje da li su 
negativni efekti rezultat dejstva atrazina ili smanjenja telesne mase (Trentacoste i sar., 2001).   
 
S druge strane, rezultati Friedmann (2002) su pokazali da i akutni, u trajanju od 3 dana, i 
prolongirani tretman atrazinom, u trajanju od 27 dana, u koncentraciji od 50 mg/kg dovodi do 
signifikantnog pada nivoa testosterona u serumu i intersticijalnoj tečnosti.  
 
Tretman mužjaka pacova rase Wistar sa atrazinom u postnatalnom periodu od 23. do 53. dana, 
uslovio je signifikantno odlaganje prepucijalne separacije pri dozama ovog herbicida od 12.5-
200 mg/kg. Telesne mase, kao i mase ventralne prostate redukovane su kod životinja 
tretiranih sa 50 mg/kg i 200 mg/kg atrazina. Takođe je uočen pad intratestikularnog nivoa 
testosterona 45. dana života, dok kod životinja starih 53 dana taj pad nije bio statistički 
značajan u poređenju sa kontrolnom grupom. Nivo estradiola i estrona u serumu ukazivao je 
na dozno-zavisno povećanje, statistički značajno samo kod pacova tretiranih sa najvećom 
koncentracijom atrazina. Promene nivoa tireostimulirajućeg hormona i tiroksina u serumu 
nisu uočene, dok je nivo trijodtironina bio značajno veći kod životinja tretiranih sa najvećom 
dozom ovog herbicida (Stoker i sar., 2000). Stoker i saradnici (2002) pokazali su da i 
metaboliti atrazina (deetilatrazin, deizopropilatrazin i diaminohlorotriazin) imaju vrlo sličan 
efekat na pubertalni razvoj mužjaka pacova rase Wistar. 
 
Adultni pacovi rase Fisher 344 tretirani intraperitonealno sa 60 mg/kg i 120 mg/kg atrazina 2 
puta nedeljno tokom 60 dana, pokazali su značajan pad telesne mase u poređenju sa 
kontrolnom grupom životinja. Rezultati ukazuju i na signifikantan pad mase adenohipofize i 
ventralne prostate kod tretiranih životinja u poređenju sa kontrolom, bez promene u masi 
testisa i epididimisa (Kniewald i sar., 2000). Tretman mužjaka i ženki pacova rase Fisher 344  
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sa atrazinom u koncentraciji 120 mg/kg izazvao je značajan pad telesne mase kod oba pola. 
Signifikantno povećanje relativne mase hipofize i prostate uočeno je kod tretiranih mužjaka, 
dok se kod ženki narušava normalni estrusni ciklus, i javlja se produžena faza diestrusa (Simić 
i sar., 1994). 
 
U radu Kniewald i saradnici (2000) je takođe pokazano da tretman mužjaka pacova starih 90 
dana sa 60 mg/kg i 120 mg/kg atrazina dva puta nedeljno u trajanju od 60 dana, prouzrokuje 
povećan broj spermatozoida na nivou testisa, dok se smanjen broj i pokretljivost 
spermatozoida uočava u epididimisu. Vrednosti su izražene kao broj spermatozoida na 500 
Sertolijevih ćelija. Primećeno je da se ovaj odnos tokom tretmana atrazinom povećava, dok 
kod kontrolne grupe životinja opada kao rezultat normalne migracije spermatozoida iz testisa 
u epididimis. Povećan broj spermatozoida u testisu kod životinja tretiranih atrazinom 
posledica je neregularne migracije spermatozoida u epididimis usled morfoloških i strukturnih 
promena na testikularnom tkivu. 
 
Histološka analiza testikularnog tkiva životinja tretiranih atrazinom u dozi od 60 mg/kg i 120 
mg/kg, 60 dana, pokazala je da dolazi do vakuolizacije testikularnih ćelija, promene oblika, 
kao do i dezorganizacije ćelija i formiranja klastera sa spermatocitima. Leydig-ove ćelije, 
primarne u produkciji muških polnih hormona, zauzimaju iregularan oblik, dolazi do promena 
na glatkom endoplazmatskom retikulumu, citoplazma biva ispunjena vakuolama i 
lizozomima. Sertolijeve ćelije takođe pokazuju degenerativne promene, što utiče na 
sazrevanje i pokretljivost spermatozoida (Kniewald i sar., 2000). 
 
Ovaj herbicid deluje i na metabolizam testosterona kod pacova. Naime, atrazin primenjen in 
vivo i in vitro uzrokuje smanjenje aktivnosti 5α-reduktaze, enzima koji je odgovoran za 
prevođenje testosterona u njegov aktivni metabolit 5α-dihidrotestosteron na nivou 
adenohipofize, hipotalamusa i prostate (Kniewald i sar., 1995; Kniewald i sar., 1979; Babić-
Gojmejac i sar., 1989). Evidentirano je i da atrazin smanjuje vezivanje 5α-dihidrotestosterona 
za androgeni receptor, što ostavlja negativne posledice na sva androgen zavisna tkiva 
(Kniewald i sar., 1995; Kniewald i sar., 1980). Atrazin, takođe redukuje vezivanje 5α-
dihidrotestosterona za androgen vezujući protein (ABP) (Danzo,1997). 
 25 
Negativni efekti na nivou reproduktivnih funkcija uočeni su kod mužjaka japanske prepelice 
(Coturnix coturnix Japonica) (Wilhelms i sar., 2005). 
 
Atrazin pri veoma niskim koncentracijama može prouzrokovati hermafroditizam i 
feminizaciju kod vodozemaca u larvalnom periodu (Hayes i sar., 2002, 2003). Kako je 
pokazano da atrazin indukuje aromatazu u H295R ćelijama (Sanderson i sar., 2000, 2002), i u 
GST-TS ćelijama (imortalizovana ćelijska linija dobijena iz testisa morske kornjače) (Keller i 
McClellan-Green, 2004) moguće je da up-regulacija ovog enzima u testisu rezultira 
povećanom produkcijom estradiola, i efektima demaskulinizacije. Međutim, Hecker i 
saradnici (2005) su pokazali su da izlaganje adultnih mužjaka žaba (Xenopus laevis) atrazinu 
(1,25 i 250 μg atrazina/l) 36 dana ne menja aktivnost aromataze, kao ni nivo iRNK za ovaj 
enzim, iako je tretman sa najvećom koncentracijom atrazina rezultirao padom nivoa 
testosterona u plazmi u poređenju sa kontrolnom grupom životinja (Hecker i sar., 2005). 
Coady i saradnici (2005) su takođe pokazali da atrazin u koncentracijama između 0,1 μg /l i 
25 μg /l ne utiče na mortalitet, rast, razvoj gonada, kao i aktivnost aromataze kod juvenilnih 
vodozemaca (Xenopus laevis). 
 
Atrazin se takođe dovodi u vezu sa sa različitim poremećajima endokrinog sistema koji su 
pokazani kod američkog aligatora (Alligator mississippiensis) na Floridi, na područjima koja 
su kontaminirana brojnim pesticidima uključujući atrazin, DDT, dikofol i vinklozolin. 
Mužjaci i ženke aligatora iz kontaminiranog jezera Apopka imaju povišen odnos estradiola i 
testosterona u plazmi u poređenju sa kontrolnom grupom životinja iz jezera Woodruff, što 
ukazuje na poremećaj u aktivnosti aromataze. Takođe, ženke aligatora sa kontaminiranog 
područja imaju abnormalnu morfologiju ovarijuma, kao i povećan broj folikula sa više oocita 
(poliovularni folikuli) i polinuklearnih oocita. Mužjaci sa ovog područja pokazuju promene u 
organizaciji testisa i izraženo smanjene spoljašnjih genitalija (za reference videti revijalni rad 
Sanderson, 2006). 
 
In vitro studije na adrenokortikalnim ćelijama pastrmke pokazale su da atrazin inhibira ACTH 
stimulisanu sekreciju kortizola i da na taj način remeti produkciju hormona nadbubrežne 
žlezde (Bisson i Hontela, 2002). 
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Atrazin, osim što remeti funkcije endokrinog sistema, može biti odgovoran za opadanje broja 
spermatozoida i druge patološke promene muškog reproduktivnog sistema i u humanoj 
populaciji, što je naročito izraženo na poljoprivrednim područjima, gde se često upotrebljava 
ovaj, ali i drugi pesticidi (Swan, 2006; Swan i sar., 2003). 
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1.3. Testikularna steroidogeneza 
 
 
Testis ima dve funkcije, produkcija androgena i spermatogeneza. Biosinteza androgena 
primarno se odvija u Leydig-ovim ćelijama intersticijalnog tkiva testisa. Najpotentniji 
prirodni androgeni su testosteron i 5α-dihidrotestosteron (5α-DHT), ali grupa androgena 
obuhvata i neke manje potentne kao što su androstendion i dehidroepiandrosteron (DHEA). 
Proces testikularne steroidogeneze regulisan je pre svega luteinizirajućim hormonom 
adenohipofize, ali i različitim endokrinim, intratestikularnim parakrinim, autokrinim i 
intrakrinim faktorima (Huhtaniemi i Toppari, 1995). 
 
Produkcija androgena neophodna je za normalno odvijanje procesa spermatogeneze (revijalni 
rad O'Donnell i sar., 2001), za održavanje sekundarnih seksualnih karakteristika, 
funkcionisanje androgen-zavisnih tkiva, promovisanje anaboličkih efekata i regulaciju 
sekrecije gonadotropina (revijalni rad Hackney, 1996). Steroidi sa androgenom aktivnošću 
kao što su DHEA i njegov metabolit DHEA-sulfat, kao i androstendion, produkuju se i u zoni 
retikularis adrenalne žlezde (Friedich, 2001). Određene količine manje potentnih androgena 
produkuju i ovarijumi, placentalno i fetalno tkivo (revijalni rad Gower i Cooke, 1983). 
Signifikantne količine androstendiona i testosterona identifikovane su i u koži (Toth i sar., 
1997). Takođe je pokazano da se steroidogeni enzimi ekspresuju u mozgu (Stromstedt i 
Waterman, 1995). U mozgu su u većoj količini pronađeni DHEA i DHEA-sulfat, gde deluju 
kao parakrini faktori i utiču na seksualno ponašanje, pamćenje, spavanje, a regulišu i 
sinaptičke funkcije (Ukena i sar., 1999; Zwain i Yen, 1999; Garcia-Ovejero i sar., 2005). 
 
Putevi biosinteze androgena, ali i svih drugih steroida počinju sa holesterolom. Holesterol 
može biti mobilizovan iz intracelularnih rezervi, ekstracelularnih izvora kao što su 
lipoproteini, ili dobijen putem de novo sinteze od acetata (revijalni rad Hales, 2002). Prvi 
korak na ovom putu je konverzija holesterola u pregnenolon i izokaproaldehid. Odvija se na 
unutrašnjoj membrani mitohondrija, uz učešće enzima CYP11A1, i predstavlja reakciju koja 
limitira proces steroidogeneze. Holesterol predstavlja jedinjenje slabo rastvorljivo u citosolu, 
pa je za njegov transport potreban odgovarajući proteinski nosač. Pretpostavlja se da je za 
regulaciju intracelularnog transfera holesterola do mitohondrija potreban protein nosač sterola 
2 (SCP – sterol carrier protein 2), molekulske mase 13kDa, pronađen u jetri i u svim 
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steroidogenim tkivima. Jedan od kandidata za regulatorne proteine je i polipeptid–aktivator 
steroidogeneze (SAP – steroidogenesis activator polypeptide), molekulske mase 3kDa, 
prisutan samo u steroidogenim tkivima (Stocco i Clark, 1996; Clark i sar., 1997; Thomson, 
1998). 
Sve je jasnije da je konstantna dostupnost holesterola neophodna da bi se započela i održala 
steroidogeneza. Postoje tri potencijalna izvora holesterola. Holesterol može de novo da se 
sintetiše na endoplazmatskom retikulumu, ili da se koristi već formirani holesterol koji dolazi 
do ćelija u obliku lipoproteina. Steroidogene ćelije mogu da dobijaju holesterol od 
lipoproteina male gustine (LDL), kao i od lipoproteina velike gustine (HDL). Ćelija se 
holesterolom može snabdevati i hidrolizom magacioniranih citoplazmatičnih holesteril-estar 
lipidnih kapljica, a neke kulture ćelija ga mogu dobiti i od plazma membrane. Mnoge studije 
su pokazale da su glavni izvor holesterola za steroidogenezu u nadbubrežnim žlezdama, 
ovarijumu i testikularnim Leydig-ovim ćelijama, upravo lipoproteini plazme. Endogena 
sinteza holesterola preovlađuje kada je prekinuta dostupnost holesterola iz krvi. Intracelularni 
holesteril estri (CE) se smatraju kratkotrajnim skladištima supstrata, tako da steroidogene 
ćelije mogu brzo da odgovore na stimulaciju odgovarajućim hormonima. Holesteril estri 
sadržani u lipoproteinima, mogu biti dostavljeni endocitozom preko receptora, gde se LDL 
(LDL sa apolipoproteinom-B ili apolipoproteinom-E) vezuje za LDL(B/E) receptor, koji je 
lokalizovan u klatrinom-obloženim jamicama na površini ćelije. Ipak, veliki deo CE poreklom 
iz lipoproteina dobija se preko specijalnog puta koji je poznat i kao put selektivnog unosa 
holesteril estara (eng. selective cholesteryl ester uptake pathway). Hormonima stimulisane 
steroidogene ćelije se u velikoj meri oslanjaju na ovaj put kako bi zadovoljile svoje potrebe za 
holesterolom. U ovom putu selektivnog unosa, bitnu ulogu ima membranski protein označen 
kao SR-B1 (eng. scavenger receptor B, type 1) koji funkcioniše kao HDL receptor i inicira 
ekstracelulrnu fazu selektivnog unosa CE (Azhar i Reaven, 2002, 2007). 
Primarna funkcija SR-B1 je da olakša ulazak holesterola u steroidogena tkiva. Osim 
ekspresije u steroidogenim ćelijama, on se ekspresuje i u drugim ćelijama kao što su: 
adipociti, makrofagi, ćelije pluća, endotelijalne ćelije, keratinociti, glatka mišićna vlakna i 
epitelijalne ćelije (Azhar i Reaven, 2002). 
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Ranijih godina pretpostavljalo se da je jedini limitirajući korak u steroidogenezi aktivnost 
CYP11A1, kao i adekvatno prisustvo supstrata holesterola. Međutim, kasnije je postalo jasno 
da je osim aktivnosti ovog enzima, limitirajući korak u biosintezi steroida i transport 
holesterola sa spoljašnje na unutrašnju membranu mitohondrija do CYP11A1 sistema. Naime, 
spoljašnja mitohondrijalna membrana ne predstavlja prepreku za prolaz holesterola, međutim 
prostor između spoljašnje i unutrašnje mitohondrijalne membrane omogućava prolaz samo 
hidrosolubilnim molekulima te tako formira efektivnu barijeru za lipofilne komponente kao 
što je holesterol. Upravo je ovde evidentna uloga StAR proteina (engl. Steroidogenic Acute 
Regulatory proteine), koji vrši translokaciju holesterola do unutrašnje membrane mitohondrija 
i CYP11A1 (revijalni rad Stocco, 1998; Stocco, 2001). Brojni radovi ukazuju na značaj StAR 
proteina (revijalni rad Stocco i sar., 2005; Stocco i Clark, 1996, 1997; Reyland i sar., 2000; 
revijalni rad Christenson i Strauss III, 2001; Schwarzenbach i sar., 2003; Houk i sar., 2004; 
Clem i sar., 2005). U intramitohondrijalni transport holesterola do CYP11A1 uključen je još 
jedan protein, koji skreće pažnju istraživača: translokator protein (TSPO) odnosno po staroj 
nomenklaturi periferni benzodiazepinski receptor (PBR) (Papadopoulos i sar., 2007; revijalni 
rad Papadopoulos i Brown, 1995; Stocco i Clark, 1996; Boujrad i sar., 2000; revijalni rad 
Casellas i sar., 2002; Gazouli i sar., 2002). Pokazano je da su StAR i TSPO blisko asocirani u 
mitohondrijalnoj membrani, da funkcionišu kordinirano i da mogu interagovati u transportu 
holesterola (Papadopoulos i sar., 2007; Huet i sar., 2005). 
 
Transport holesterola iz intracelularnih depoa u mitohondrije je limitirajući, i hormon 
senzitivni korak u stimulaciji steroidogeneze. Leydig-ove ćelije produkuju androgene pod 
kontrolom LH ili humanog horionskog gonadotropina (hCG), ali takođe i kao odgovor na 
brojne intracelularne faktore. LH/hCG receptor pripada Gs-vezanim receptorima sa sedam 
transmembranskih domena, čija aktivacija dovodi do stimulacije adenilil ciklaze i do 
povećanja koncentracije intracelularnog cAMP a zatim i do prateće aktivacije cAMP-zavisne 
protein kinaze A (PKA) (Stocco i sar., 2005; Papadopoulos i sar., 2007).  
 
PKA dovodi do fosforilacije brojnih proteina, uključujući i StAR protein. Ova kinaza 
odgovorna je i za fosforilaciju transkripcionih faktora uključenih u regulaciju transkripcije 
gena za ovaj protein.  
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Holesterol transportovan do mitohondrija konvertuje se do pregnenolona delovanjem enzima 
CYP11A1. Nastali pregnenolon transportuje se u citoplazmu, do glatkog endoplazmatskog 
retikuluma, gde se steroidogeneza može odvijati kroz dva alternativna puta: ∆4 (4-en-3-okso-
put) i ∆5 (5-en-3β-hidroksi put) putem. ∆5 put podrazumeva korišćenje pregnenolona kao 
supstrata, prvo od strane enzima CYP17 što rezultira sintezom 17-hidroksipregnenolona, a 
zatim i dehidroepiandrosterona (Sl. 1.3.). Dehidroepiandrosteron se katalitičkom aktivnošću 
3βHSD prevodi u androstendion. Međutim, ako se pregnenolon prvo konvertuje aktivnošću 
3βHSD u progesteron, a potom aktivnošću CYP17 progesteron prelazi u 17-
hidroksiprogesteron, pa u androstendion, takav put nosi naziv ∆4 put. Androstendion se 
potom konvertuje u testosteron delovanjem 17β-hidroksisteroid dehidrogenaze (17βHSD) (Sl. 
1.3.).  
 
Dominantnost jednog odnosno drugog puta zavisi od kompeticije između CYP17 i 3βHSD za 
pregnenolon, kao i relativne efikasnosti hidroksilazne i liazne aktivnosti ∆4 i ∆5 puta 
(revijalni rad Conlley i Bird, 1997). Dominacija jednog ili drugog puta zavisi od životinjske 
vrste. ∆4 put prvi put je otkriven i dominantan je u testisima pacova. Kod miša ∆4 put 
dominira pre puberteta, ali kod adultnih organizama pored ∆4 puta i ∆5 put značajno 
doprinosi produkciji testosterona (revijalni rad Scott i sar., 2009). ∆5 put dominantan je u 
humanim testisima i testisima viših primata (Fluck i sar., 2003). 
 
Testosteron se u Leydig-ovim ćelijama može dalje metabolisati pomoću 5α-reduktaze do 
dihidrotestosterona. Ova dva hormona su esencijalna za mušku seksualnu diferencijaciju, 
ekspresiju muških sekundarnih seksualnih karakteristika i održavanje spermatogeneze. 
 
Androgeni predstavljaju neposredne prekursore za estrogene pa je ceo biosintetički put do 
formiranja androgena potpuno identičan i za estrogene, uz dodatak krajnje reakcije 
aromatizacije alifatičnog A prstena u aromatični. Reakciju katalizuje enzim aromataza 
(P450arom, CYP19A1) koja predstavlja kompleks proteina lokalizovan na membrani glatkog 
endoplazmatičnog retikuluma. U testisima je aromatazna aktivnost registrovana u Leydig-
ovim, Sertolijevim i germinativnim ćelijama. Učešće pojedinih ćelija u aromatizaciji 
androgena varira u zavisnosti od vrste i polne zrelosti (revijalni rad Payne i Hales, 2004).  
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Slika 1.3. Šema biosinteze androgena u Leydig-ovim ćelijama 
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1.3.1. Steroidogeni enzimi 
 
 
Enzimi uključeni u biosintezu androgena mogu se svrstati u dve velike familije: citohrom 
P450 hem-proteini i hidroksisteroid dehidrogenaze (revijalni rad Hanukoglu, 1992). 
  
Citohrom P450 enzimi u odgovarajućoj nomenklaturi označeni su kao CYP, praćeni arapskim 
brojem koji označava  priradnost familiji, slovom koje označava podfamiliju i arapskim 
brojem koji označava individualni protein, npr. CYP11A1 (revijalni rad Nelson i sar., 1993, 
1996). CYP enzimi koji su uključeni u biosintezu androgena, ali i ostalih steroidnih hormona 
su membranski vezani proteini asocirani sa membranama mitohondrija, kao sto je CYP11A1, 
ili membranama endoplazmatskog retikuluma (mikrozomalni), kao sto je CYP17. Tokom 
biosinteze steroidnih hormona katališu reakcije hidroksilacije i cepanja steroidnih supstrata. 
Funkcionišu kao monooksigenaze koristeći nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) 
kao donor elektrona za redukciju molekulskog kiseonika. Jedan atom kiseonika se putem 
ovog sistema introdukuje u supstrat, kao hidroksilna grupa, dok se drugi atom kiseonika 
redukuje do vode. Elektroni se od NADPH transportuju do supstrata preko dva različita 
transferna sistema. Mitohondrijalni transfer se odvija preko adrenodoksin reduktaze 
(feredoksin reduktaze) i adrenodoksina (feredoksina) koji pripada familiji hem-tiolat proteina 
sa nehemskim gvožđem. Mikrozomalni elektronski transfer uključuje samo jedan protein, 
citohrom P450 oksidoreduktazu, protein koji sadrži dva flavina. Elektroni se transportuju od 
NADPH do flavinadenin dinukleotida, što je praćeno sekvencijalnim transferom do 
flavinmononukleotida, P450 enzima i supstrata (revijalni rad Halkier, 1996; revijalni rad 
Payne i Hales, 2004).  
 
Hidroksisteroid dehidrogenaze, 3βHSD i 17βHSD, pripadaju istoj filogenetskoj familiji 
proteina poznatoj kao superfamilija kratkih lanaca alkohol dehidrogenaza reduktaza. 
Uključene su u redukcije i oksidacije steroidnih hormona. Za svoju aktivnost zahtevaju 
NAD+/NADP+ kao akceptore elektrona i njihove redukovane forme kao donore redukujućih 
ekvivalenata. Jedna od osnovnih razlika između P450 enzima i hidroksisteroid dehidrogenaza 
je u tome što je svaki od P450 enzima produkt jednog gena, dok postoji nekoliko izoformi 
3βHSD, kao i 17βHSD, koji su produkti različitih gena. Broj izoformi varira kod različitih 
vrsta, razlikuju se u tkivnoj distribuciji, katalitičkoj aktivnosti, specifičnosti prema 
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supstratima i kofaktorima, kao i u subcelularnij lokalizaciji (revijalni rad Payne i Hales, 
2004). 
 
CYP11A1 (EC1.14.15.67.) je enzim molekulske mase 56 kDa, čiji su sinonimi P450scc 
(enzim koji cepa bočni lanac holesterola), holesterol dezmolaza, holesterol 20-22 dezmolaza. 
CYP11A1 produkt je jednog gena. cDNK klon prvi put je izolovan 1984. iz goveđeg 
adrenalnog korteksa (Moragashi i sar., 1984). Gen je dužine 20 kilo baza, dok se peptid sastoji 
od 521 aminokiseline. Aminokiselinska sekvenca proteina pokazuje visok stepen homologije 
između vrsta (71%) (Moragashi i sar., 1987). Hem vezujući region zajednički je svim P450 
enzimima i lociran je na C-terminalnom kraju. Specifični region od ~ 20 aminokiselina 
lociran je na N-terminalnom kraju i predstavlja specifično supstrat vezujuće mesto. 
Istraživanja na prečišćenim i rekombinantnim proteinima pokazala su da jedan protein 
katališe sve tri reakcije, na jednom aktivnom centru (revijalni rad Payne i Hales, 2004). 
 
Lokalizacija i ekspresija ovog enzima pokazana je u Leydig-ovim ćelijama testisa (Payne i 
Youngblood, 1995; Weng i sar., 2005), u adrenalnom korteksu (Ishimura i Fujita, 1997), 
placenti (Arensburg i sar., 1999), bubregu (Dalla Valle i sar., 2004), ovarijumu (Bao i 
Garverick, 1998), kao i centralnom i perifernom nervnom sistemu (Compagnone i sar., 1995). 
 
CYP11A1 katališe prvi i u biosintezi svih steroidnih hormona prisutan korak, konverziju 
holesterola do pregnenolona. Reakcija se odvija na unutrašnjoj membrani mitohondrija, u tri 
sukcesivna koraka, zahteva tri molekula kiseonika i tri molekula NADPH (Huang i Miller, 
2001; revijalni rad Miller, 1995). Prvo dolazi do hidroksilacije holesterola u položaju C22, 
potom sledi hidroksilacija na poziciji C20. Nastaje 20,22R-hidroksiholesterol, koji se cepa 
između C22 i C20, formirajući C21 steroid pregnenolon i izokaproaldehid. Pregnenolon se 
transportuje u citoplazmu, do glatkog endoplazmatskog retikuluma, gde se dalje nastavlja 
proces steroidogeneze. 
 
3βHSD (EC 1.1.1.51. i EC 5.3.3.1.) je protein molekulske mase 42kDa čiji su sinonimi 
3βHSD/Δ5-Δ4 izomeraza, 3β-hidroksi-Δ5-steroid dehidrogenaza i 3 β-hidroksi-5-en steroid 
dehidrogenaza. Pokazano je da postoje različite izoforme ovog enzima koje se ekspresuju u 
različitim tkivima, kako steroidogenim (Suzuki i sar., 2000; Pelletier i sar., 2001; Weng i sar., 
2005) tako i nesteroidogenim (Abd-Elaziz i sar., 2005; Provost i Tremblay, 2005), kod ljudi 
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(Rheaume i sar., 1991), pacova (Simard i sar., 1991; Simard i sar., 1993) i miša (Clarke i sar., 
1993; Abbaszade i sar., 1995; Abbaszade i sar., 1997). Veliki broj izoformi pokazuje visok 
stepen homologije u aminokiselinskim sekvencama, ali se mogu svrstati u dve različite 
funkcionalne grupe. Jednoj grupi pripadaju izoenzimi koji funkcionišu kao klasične 
dehidrogenaze/izomeraze koje učestvuju u biosintezi aktivnih steroidnih hormona. U drugu 
grupu se mogu svrstati one koje imaju aktivnost 3-ketosteroid reduktaze i učestvuju u 
inaktivaciji steroidnih hormona (Abbaszade i sar., 1995).  
 
Kod miševa je identifikovano šest izofoformi 3βHSD, od kojih se 3βHSD I ekspresuje u 
testisima, ovarijumu i nadbubrežnoj žlezdi, 3βHSD VI se ekspresuju u placenti, koži i testisu. 
Obe izoforme uključene su u biosintezu steroidnih hormona (Baker i sar., 1999). 3βHSD tip II 
i tip III dominantne su u jetri, a identifikovane su i u placenti (Peng i sar., 2002), dok je 
3βHSD tip IV karakteristična za bubrege (Payne i sar., 1997). Za 3βHSD I i 3βHSD VI je 
pokazano da mogu ispoljiti aktivnost sličnu 17βHSD (Mason i sar., 2004). 
 
Kod ljudi identifikovane su dve različite izoforme 3βHSD I i 3βHSD II, kodirane su sa dva 
različita gena ali obe funkcionišu kao dehidrogenaze/izomeraze. 3β-HSD I pronađena je u 
placenti i perifernim tkivima, dok je 3βHSD II karakteristična za gonade i adrenalnu žlezdu 
(Thomas i sar., 2002, 2003; Rheaume i sar., 1991). Takođe je pokazano da 3βHSD I preferira 
DHEA kao supstrat u odnosu na 3βHSD I I (Thomas i sar., 2004). 
 
Četiri forme 3βHSD pronađene su kod pacova: tip I i tip II u gonadama, nadbubrežnim 
žlezdama, bubregu i masnom tkivu (Simard i sar., 1991, 1993), tip III specifičan je za jetru 
mužjaka (Zhao i sar., 1990), dok je tip IV specifican za placentu i kožu (Simard i sar., 1993).  
 
3βHSD predstavljaju membranski vezane forme, pronađene na mitohondrijalnim i 
mikrozomalnim membranama, kao i u intermembranskom prostoru (Cherradi i sar., 1997; 
Pelletier i sar., 2001). Ovaj enzim katalizuje konverziju Δ5-3β-hidroksisteroida, 
pregnenolona, 17α-hidroksipregnenolona i DHEA u Δ4-3-ketosteroide, progesteron, 17α-
hidroksiprogesteron i androstendion. Aktivnost ovog enzima neophodna je za produkciju 
androgena u testisu, progestina i estrogena u ovarijumu i kortikosteroida u nadbubrežnoj 
žlezdi. U konverziju Δ5-3β-hidroksisteroida u Δ4-3-ketosteroide uključene su dve 
sekvencijalne reakcije. Prva reakcija je dehidrogenacija 3β -hidroksi grupe, za koju je 
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neophodan koenzim NAD+ i pri kojoj nastaje Δ5-3-keto intermedijer i redukovani NADH. 
Redukovani koenzim (NADPH) potom aktivira izomerizaciju Δ5-3-ketosteroida i nastaje Δ4-
3-ketosteroid. Ova reakcija katalizovana je jednim dimernim proteinom bez otpuštanja 
intermedijera ili koenzima (Thomas i sar.,  2003). 
 
CYP17 (EC 1.14.99.9.) je enzim molekulske mase 57kDa, lokalizovan na membrani 
endoplazmatskog retikuluma, čiji su sinonimi P450c17, 17α-hidroksilaza/17-20 liaza i 
P45017α-hidroksilaza/c17-20 liaza. CYP17 je jedan enzim koji katališe dve različite 
aktivnosti: 17α-hidroksilaciju C21 steroida, pregnenolona (∆5 put) ili progesterona (∆4 put), 
što je praćeno 17,20 liaznom aktivnošću i cepanjem C17-20 veze. Tada nastaju C19 steroidi, 
17α-hidroksipregnenolon se konvertuje u dehidroepiandrosteron, a 17α-hidroksiprogesteron u 
androstendion (Swart i sar., 2003). Pokazano je da postoji samo jedan gen, kod miša i pacova 
koji kodira samo jednu formu CYP17A1. Iako ovaj enzim kod različitih vrsta katališe i 
hidroksilaznu i liaznu reakciju, postoje razlike od vrste do vrste, koje se odnose na 
preferiranje jednog (17α-hidroksipregnenolona- ∆5 put) ili drugog supstrata (17α-
hidroksiprogesteron-∆4 put) za liaznu aktivnost (Payne i Hales, 2004). 
 
Na modulaciju 17,20 liazne aktivnosti utiču mnogi faktori, uključujući P450 oksidoreduktazu, 
akscesorni protein-citohrom b5 (cytb5), kao i fosforilacija serin treonin ostataka. CYP17 
enzimatski je inaktivan dok ne formira kompleks sa flavoproteinom NADPH-citohrom P450 
oksidoreduktazom, koja potom prenosi elektrone sa NADPH do CYP17 enzima (Ehmer i sar., 
2000). Drugi faktor specifičan za 17,20 liaznu aktivnost je fosforilacija serinskih i treoninskih 
ostataka proteina. Međutim, precizni mehanizam ove postranslacione modifikacije aktivnosti 
CYP17 nije u potpunosti razjašnjen (Zhang i sar., 1995; Miller i sar., 1997). Dodatno, na 
17,20 liaznu aktivnost može uticati i cytb5, za koga je pokazano da je ko-lokalizovan sa 
CYP17 u Leydig-ovim ćelijama fetalnog testisa (Dharia i sar., 2004). Naime, cytb5 
funkcioniše kao elektron transportni protein, pri čemu CYP17 jedan elektron dobija od 
NADPH, preko NADPH citohrom P450 reduktaze, dok drugi elektron može da dobije preko 
NADH-citohrom b5 reduktaze i cytb5 (Lee-Robichaud i sar., 1997).  
 
CYP17 se ekspresuje u svim klasičnim steroidogenim tkivima. U testisu svih vrsta ekspresuje 
se isključivo u Leydig-ovim ćelijama (Zhang i sar., 1996; Pelletier i sar., 2001). U ovarijumu, 
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ekspresija je ograničena na teka ćelije, koje predstavljaju mesto produkcije androgena 
(Garmey i sar., 2000; Watson i sar., 2004; Wang i Ge, 2004). U nadbubrežnoj žlezdi CYP17 
ekspresuje se u zoni reticularis i zoni fasciculati (Endoh i sar., 1996), ali se ne ekspresuje kod 
vrsta koje ne sintetišu kortizol, kao što su pacov i miš (Perkins i Payne, 1988; Pelletier i sar., 
2001). Distribucija CYP17 proučavana je i kod fetalnog, humanog nadbubrega i detektovana 
u tranzicionoj i fetalnoj, ali ne i u definitivnoj zoni adrenalnog korteksa (Narasaka i sar., 
2005). Imunohemijski je pokazana i ekspresija ovog enzima u fetalnim testisima pacova 
(Majdić i sar., 1998). Osim steroidogenih tkiva CYP17 se ekspresuje i u jetri pacova 
(Vianello i sar., 1997), gastrointestinalnom traktu, bubrezima (Dalla Valle i sar., 2002) i 
mozgu (Stromstedt i Waterman, 1995; Matsunaga i sar., 2001). 
 
17βHSD (EC 1.1.1.64.) je enzim koji katališe krajnji korak u biosintezi aktivnih gonadalnih 
steroidnih hormona, i za razliku od drugih steroidogenih enzima nije uključen u biosintezu 
adrenalnih steroida. 17βHSD konvertuje inaktivne 17-ketosteroide u njihove aktivne 17-
hidroksi forme. Do danas je opisano 11 različtih formi enzima koje se razlikuju u tkivnoj 
distribuciji, katalitičkim osobinama, specifičnosti prema substratu, subcelularnoj lokalizaciji i 
mehanizmu regulacije. Obeležavane su hronološki, kako su identifikovane (revijalni rad 
Adamski i Jakov, 2001). Prisutne su kod mnogih mikroorganizama, beskičmenjaka i 
kičmenjaka. Različite izoenzimske forme 17β- hidroksi steroid dehidrogenaze kodirane su 
različitim ne-homologim genima, imaju različitu aminokiselinsku sekvencu i mogu se svrstati 
u dve proteinske superfamilije: 1) dehidrogenaze/reduktaze kratkih lanaca i 2) aldo-
ketoreduktaze (revijalni rad Mindich i sar., 2004). Aldo-ketoreduktaznoj familiji pripada samo 
17βHSD tip 5 koja se ekspresuje u jetri, adrenalnoj žlezdi, prostati (Dufort i sar., 1999; 
Penning i sar., 2001) i mozgu (Steckelbroeck i sar., 2001). 17βHSD mogu katalizovati 
oksidaciju ili redukciju supstrata. Neke izoforme preferiraju redukciju androgena, neke 
redukciju estrogena a neke oksidaciju androgena i estrogena. Redukcione reakcije važne su u 
biosintezi aktivnih gonadalnih steroida, dok oksidativne reakcije smanjuju aktivnost 
seksualnih steroida, konvertujući ih u manje aktivne forme (Baker, 2001). Mogu egzistirati 
kao membranski vezane (mikrozomalne) i kao solubilne forme (Payne i Hales, 2004). Od 
mnogih različitih izoenzima, samo tri učestvuju u biosintezi aktivnih steroidnih hormona u 
gonadama: 1, 3 i 7.  
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17βHSD tip 1, naziva se i estradiol dehidrogenaza, katališe NADPH-zavisnu redukciju 
estrona u mnogo potentniji estradiol (Brown i sar., 2003), ekspresuje se u ovarijumu 
(granuloza ćelije), placenti, mlečnoj žlezdi (Peltoketo i sar., 1999). Ekspresija je pokazana u 
humanim ovarijalnim tumorima, kao i za tip 2 i tip 5 (Speirs i sar., 1998; Blomquist i sar., 
2002) i koštanim ćelijama (Feix i sar., 2001). 17βHSD tip 7 membranski je vezan reduktivni 
enzim koji se predominantno ekspresuje u ovarijumu (korpus luteum), ali i u uterusu, placenti, 
mlečnoj žlezdi, jetri, buburegu i testisu (Krushe i sar., 2001; Torn i sar., 2003). 17βHSD tip 3, 
karakteristična je za adultne humane testise i testise miša. Uglavnom je lokalizovana u 
Leydig-ovim ćelijama, gde katališe transformaciju DHEA u androstendion i androstendiona, 
kao manje potentnog androgena, u mnogo potentniji androgen testosteron. Preferira NADPH 
kao kofaktor, a primarna aktivnost je reduktivna (Sha i sar., 1996; Baker i sar., 1997).  
 
17βHSD tip 2 katališe oksidativnu transformaciju testosterona u androstendion i estradiola u 
estron (Luu-The i sar., 1995; revijalni rad Vihko i sar., 2001). Osnovna funkcija 17βHSD tip 
4 je metabolizam masnih kiselina (Breitling i sar.,  2001), dok tip 6 i tip 9 17βHSD učestvuju 
u metabolizmu retinoida, ali i androgena i estrogena (Napoli, 2001). Humana 17βHSD tip 10 
je multifunkcionalni mitohondrijalni enzim koji efektivno katališe oksidativnu inaktivaciju 
C17 androgena i estrogena (Nordling i sar., 2001). 17βHSD tip 11 pronađena je u plućima, 
gde pokazuje visoku aktivnost sa androstendiolom kao supstratom (Brereton i sar., 2001). U 
mozgu je pokazana ekspresija 17βHSD tip 4,5,7,8,10,11 (Steckelbroeck i sar., 2003). 
 
 
1.3.2. Regulacija steroidogeneze 
 
 
Proces steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama stoji pod kontrolom hipotalamo-hipofizno-
gonadalne osovine. Testosteron, kao krajnji produkt steroidogeneze, deluje preko dugačke 
negativne povratne sprege na nivou hipotalamusa i adenohipofize, regulišući na taj način 
sopstvenu produkcuju (Schulz i sar., 2001). Sekrecijom hipotalamusnog hormona GnRH 
stimuliše se sekrecija gonadotropnih hormona adenohipofize (luteinizirajućeg i 
folikulostimulirajućeg hormona) koji svoje funkcije ostvaruju na nivou testisa. Biosinteza 
testosterona u Leydig-ovim ćelijama primarno je pod kontrolom LH iz adenohipofize ili 
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humanog horionskog gonadotropina (hCG), koji pokazuje i akutne i trofične efekte na nivou 
produkcije testosterona (Payne i Youngblood, 1995). Akutno dejstvo, LH/hCG ostvaruje 
vezujući se za specifične receptore na plazma membrani Leydig-ovih ćelija, koji pripadaju Gs-
vezanim receptorima, inicirajući kaskadu događaja koji uključuju: aktivaciju adenilil ciklaze, 
povećanje produkcije cAMP, aktivaciju cAMP-zavisne PKA, koja fosforilacijom 
odgovarajućih proteina pokreće mobilizaciju i uključivanje holesterola u tok steroidogeneze 
(Stocco i sar, 2005; revijalni rad Payne i Hales, 2004; revijalni rad Hales, 2002). Za akutni 
odgovor je takođe potrebna brza i hormonima-stimulisana sinteza StAR proteina, koji je 
uključen u transfer holesterola sa spoljašnje na unutrašnju membranu mitohondrija (Stocco i 
sar., 2005). Hronični odgovor podrazumeva povećanje ekspresije gena, i to u prvom redu gena 
za steroidogene enzime, koja je takođe regulisana preko aktivacije LH receptora i uključenja 
cAMP-zavisnog signalnog puta (Chen i sar., 2007; Stocco i sar, 2005; Payne i Youngblood 
1995; Huhtaniemi i Toppari, 1995; Zirkin i sar., 1997; Hu i sar., 2001). 
 
Dokazano je da ekspresija StAR proteina indukuje steroidogenezu bez hormonske stimulacije. 
StAR je najviše prisutan u steroidogenim tkivima, gde se može naći u dve forme: kao kratko-
živeći citoplazmatski prekursor od 37 kDa koji sadrži N-terminalnu mitohondrijalnu sekvencu 
kao i više izoelektričnih formi od 30 kDa koje nastaju gubitkom ove sekvence i predstavljaju 
„zrele“ forme ovog proteina. Citosolni prekursor StAR proteina od 37 kDa se preseca na 
kontaktnim mestima u mitohondrijalnoj membrani i formira „zrelu“ formu StAR proteina od 
30 kDa. Produkcija steroida u gonadalnim i adrenalnim ćelijama zahteva kako de novo sintezu 
tako i PKA-zavisnu fosforilaciju StAR-37 proteina. Novo sintetisani StAR je funkcionalan i 
igra kritičnu ulogu u transferu holesterola sa spoljašnje na unutrašnju mitohondrijalnu 
membranu (Stocco i sar., 2005; Papadopoulos i sar., 2007). Još uvek se postavljaju mnoga 
pitanja koja se tiču mehanizama koji dozvoljavaju da, preko cAMP-zavisne protein kinaze 
(PKA), minimalni nivo cAMP izazove maksimalnu stimulaciju transportovanja holesterola, a 
onda i steroideogenezu i sve to za nekoliko minuta. Takođe, fosforilacija StAR-a igra bitnu 
ulogu prilikom njegove aktivacije. Iako prema nekim podacima StAR iRNK i ekspresija 
proteina koreliraju sa maksimalnim steroidogenim kapacitetom ćelija, drugi podaci o ovim 
ćelijama ukazuju da se početak hormonski indukovanog formiranja steroida događa u vreme 
kada nema merljivih promena u nivoima StAR iRNK i proteina. U više odvojenih istraživanja 
pokazano je da StAR ne ulazi u mitohondrije, kako bi ostvario svoju funkciju u 
steroidogenezi, tako ostaje kao jedina mogućnost da StAR svoju funkciju ostvaruje 
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aktivacijom mitohondrijalnog receptora ili nekog drugog transportnog mehanizma 
(Papadopoulos i sar., 2007). 
Pokazano je da je pored StAR proteina, u transportu holesterola do unutrašnje 
mitohondrijalne membrane uključen i TSPO. Ključna uloga ovog proteina je pokazana u 
eksperimentima gde je njegova ekspresija bila supresovana. Rezultat je bio smanjenje 
hormonom-indukovanog transporta holesterola u mitohondrije kao i sinteza steroida, pa čak i 
u prisustvu StAR-a. Novija istraživanja pokazala su da TSPO od 18 kDa, može funkcionisati 
kao kanal/transporter za holesterol. TSPO je čest u steroidogenim tkivima i pokazano je da 
TSPO ligandi indukuju TSPO-posredovanu translokaciju holesterola sa spoljašnje na 
unutrašnju stranu membrane i samu steroidogenezu. Krucijalna uloga TSPO u ovom procesu 
je demonstrirana u eksperimentu u kome smanjena ekspresija ovog proteina rezultuje u 
smanjenom hormonski indukovanom transportu holesterola u mitohondrije i sintezi steroida, 
čak i u prisustvu hormonski indukovanog StAR proteina. PKA-inhibitori blokiraju promene u 
distribuciji TSPO, kao i sintezu steroida koje se javljaju nakon tretmana Leydig-ovih ćelija 
hCG-om, što ukazuje da je element koji reguliše aktivnost TSPO kontrolisan cAMP-om 
(Papadopoulos i sar., 2007).  
 
Hipotetički se pretpostavlja sledeći redosled događaja pri transportu holesterola do unutrašnje 
mitohondrijalne membrane. Nakon stimulacije odgovarajućim adenohipofiznim hormonom u 
steroidogenim ćelijama dolazi do reorganizacije topografije TSPO molekule, formiranja 
TSPO polimera, i povećanja afiniteta TSPO vezujućeg mesta što je praćeno sintezom StAR-a 
od 37 kDa, kao i njegovog transporta do mitohondrija. Istovremeno se PAP7 (TSPO-udruženi 
protein) veže za TSPO u mitohondrijama i regrutuje PKA do ovih organela, čime omogućava 
povoljne uslove za fosforilaciju specifičnih supstrata, među kojima je i StAR. Sve je ovo 
omogućeno multivalentnim „scaffold“ sistemom, koji postoji na spoljašnjoj strani 
mitohondrijalne membrane. Dakle, StAR i TSPO funkcionalno interaguju da olakšaju 
transport holesterola i predstavljaju deo većeg mitohondrijalnog multimernog kompleksa 
proteina čija je uloga da olakša hormon-indukovani transfer holesterola u mitohondrije 
(Papadopoulos i sar., 2007).  
Takođe, jasno je da je konstantna dostupnost holesterola neophodna da bi se započela i 
održala steroidogeneza. Primarna funkcija SR-B1 je da olakša ulazak holesterola u 
steroidogena tkiva, koji je potreban za produkciju steroidnih hormona. Pokazano je da su 
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LH/hCG, cAMP analozi i induktori intracelularnog-cAMP uključeni u regulaciju aktivnosti i 
ekspresije SR-B1 (Azhar i Reaven, 2002). Aktivacija PKA dovodi i do fosforilacije  proteina 
kao što su holesteril estar hidrolaze kao i fosforilacije transkripcionih faktora među kojima je 
steroidogeni faktor 1 (SF-1), GATA-4 i CRE-vezujući protein (CREB) koji se vezuje za cis-
aktivnu DNK regulatornu sekvencu koja ima funkciju elementa koji odgovara na cAMP (engl. 
cyclic AMP-response element – CRE) i CRE-modulatorni protein (CREM) koji učestvuju u 
aktivaciji gena uključenih u steroidogenezu, uključujući i StAR. Mnoge studije su pokazale 
važnost PKA u održavanju normalnog i stalnog nivoa StAR proteina, kao i to da je 
sposobnost posttranslacione modifikacije PKA takođe bitna za regulaciju steroidogeneze 
(Stocco i sar., 2005).  
 
Intracelularna koncetracija cAMP je regulisana aktivnošću adenilil ciklaze (AC) i nivoom 
degradacione aktivnosti ciklične nukleotid fosfodiestereze (PDE) (revijalni rad Conti, 2000). 
U testisima pacova, cAMP-specifična PDE4 je najprisutnija od svih PDE. Četiri gena 
označena kao PDE4A, B, C i D kodiraju ovaj enzim. Takođe, ovi geni podležu splajsovanju 
što rezultira u još većem broju različitih izoformi enzima PDE4 (Farooqui i sar., 2001). 
 
Jasno je da je cAMP najvažniji sekundarni glasnik za steroidogenezu stimulisanu trofnim 
hormonima. Iako je cAMP/PKA signalni put bez sumnje primarni put regulacije 
steroidogeneze, ipak su mnoge studije ukazale da su i drugi intracelularni signalni putevi 
uključeni u ovaj proces (Manna i sar., 2006, 2007). Treba ipak napomenuti da je cAMP-
nezavisna indukcija steroidogeneze manja u poređenju sa cAMP/ PKA odgovorom (Stocco i 
sar., 2005). 
 
Jedan od primera cAMP-nezavisnog puta je i cGMP signalni put, pri čemu povećanje cGMP 
stimuliše steroidogenezu u Leydig-ovim ćelijama. cGMP se generiše membranski vezanom 
guanilil ciklazom (mGC) i NO-zavisnom solubilnom guanilil ciklazom (sGC) i deluje kao 
intracelularni glasnik modulišući funkciju efektora direktno ili preko cGMP-zavisne protein 
kinaze (PKG). Osim toga modulacija androgene produkcije posredstvom NO je bifazična, 
stimulatorna pri malim koncentracijama a inhibitorna pri velikim koncentracijama (Andrić i 
sar., 2007). StAR protein ima važnu ulogu u cGMP-indukovanoj steroidogenezi, jer aktivacija 
NO/cGMP signalnog puta dovodi do fosforilacije ovog proteina protein kinazom G. Takođe 
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je pokazano da je i sGC operativna u Leydig-ovim ćelijama i da rezultujuće povećanje nivoa 
cGMP takođe stimuliše bazalnu steroidogenezu (Andrić i sar., 2007).  
Vezivanje trofnih hormona za specifične receptore rezultra u prvom redu aktivacijom 
cAMP/PKA puta, ali može da dovede i do aktivacije fosfolipaze C (PLC) i povećanja 
intracelularnog nivoa fosfatidilinozitoltrifosfata i diacilglicerola, što ima za posledicu 
povećanje intracelularnog nivoa kalcijuma i aktivacije protein kinaze C (PKC), što opet otvara 
mogućnost uplitanja još jednog mehanizma transdukcije u procesu regulacije steroidogeneze 
(Stocco i sar, 2005; Manna i sar., 1999; Wurthner i sar., 1995). Međutim, aktivacija PKC puta 
rezultira povećanjem transkripcije i translacije StAR proteina, ali ne rezultira u njegovoj 
fosforilaciji. Kako je poznato da je mehanizam fosforilacije StAR proteina neophodan za 
proces transfera holesterola, a samim tim i za steroidogenezu, može se zaključiti da je PKC 
put uključen u proces ekspresije StAR gena, ali da je bez PKA i fosforilacije StAR-a, sinteza 
steroida nemoguća (Stocco i sar., 2005). 
Važnu ulogu u kontroli biosinteze StAR i transporta holesterola u mitohondrije imaju i 
ekstracelularnim signalima regulisane kinaze (ERK) koje se aktiviraju po vezivanju LH 
(Martinelle i sar., 2004). Naime, pokazano je da je aktivacija PKA i PKC signalinga u MA-10  
kulturi Leydigovih ćelija miša prouzrokuje fosforilaciju ERK1/2 te da je i ERK1/2-signalna 
kaskada uključena u regulaciju StAR ekspresije i sinteze steroida (Manna i sar., 2007). 
 
Važnu ulogu u regulaciji steroidogeneze ima i signaling preko receptora za epidermalni faktor 
rasta (EGFR). Vezivanje LH za svoje receptore vodi aktivaciji EGFR, aktivaciji mitogen-
aktivirane protein kinaze (MAPK) što vodi fosforilaciji StAR proteina i daljoj sintezi steroida. 
 EGFR/ MAPK put aktivan je i neophodan samo u ranoj fazi LH-stimulisane steroidogeneze i 
to u prvih 30 – 60 minuta (Evaul i Hammes, 2008). 
 
Steroidogeneza u Leydig-ovim ćelijama može biti modulisana cirkulišućim i/ili lokalno 
produkovanim hormonima, faktorima rasta i citokinima (Morales i sar., 2003). Produkti 
Sertolijevih ćelija, makrofaga, peritubularnih mioidnih ćelija, mogu modulisati proces 
steroidogeneze. Mnoge studije su pokazale da se inflamatorni citokini, kao što je interleukin-1 
(IL-1), faktor tumorske nekroze α (TNF-α), kao i neinflamatorni citokini kao što je 
transformišući faktor rasta β (TGF-β) produkuju u ćelijama seminifernog epitela. Takođe je 
pokazano da Sertolijeve ćelije kao i Leydig-ove ćelije produkuju aktivin koji je član TGF-β 
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proteinske familije. Ovi citokini uključeni su u kontrolu spermatogeneze, ali takođe imaju 
direktan, uglavnom inhibitorni efekat na steroidogenezu u Leydig-ovim ćelijama (revijalni rad 
Borstein i sar., 2004; revijalni rad Hedger, 1997). Takođe je pokazano da IL-1 i IL-2 
supresuju hCG stimulisanu produkciju testosterona (Calkins i sar., 1988; Guo i sar., 1990). 
Kod adultnih pacova pokazano je da intratestikularni tretman sa TNF-α dovodi do redukcije 
ekspresije StAR i biosinteze testosterona u nestimulisanim ili hCG tretiranim intaktnim ili 
hipofizektomiranim životinjama (Morales i sar., 2003). U Leydig-ovim i Sertolijevim 
ćelijama identifikovan je leukemija inhibitorni faktor (LIF), koji deluje kao 
autokrini/parakrini faktor. LIF redukuje LH/hCG stimulisanu produkciju citokina, nivo StAR 
iRNK i produkciju testosterona, redukujući dostupnost i transfer holesterola do mitohondrija 
(revijalni rad Borstein i sar., 2004). Intimna fizička asocijacija Leydig-ovih ćelija i makrofaga 
ukazuje da testikularni intersticijalni makrofagi i Leydig-ove ćelije funkcionišu povezano. 
Uloga makrofaga u testisu veoma je kompleksna i uključuje i stimulatorne i inhibitorne 
faktore koji deluju na nivou Leydig-ovih ćelija (Lukyanenko i sar., 1998). Makrofagi 
sekretuju faktore kao sto su IL-1 i TGF-β koji imaju stimulatorno dejstvo na proliferaciju 
nezrelih Leydig-ovih ćelija ali pokazuju i stimulatorni efekat na nivou steroidogeneze. 
Normalan razvoj i fiziologija Leydig-ovih ćelija zavisi od prisutnosti makrofaga koji u 
neinflamatornim stanjima stvaraju odgovarajuće mikro-okruženje i na taj način učestvuju u 
normalnom funkcionisanju Leydig-ovih ćelija. Međutim tokom inflamatornih stanja lokalna 
produkcija citokina, reaktivnih kiseoničnih metabolita i prostaglandina ima inhibitorno 
dejstvo na steroidogene enzime i produkciju androgena (revijalni rad Hedger, 1997; revijalni 
rad Hales, 2002). Nedavno je pokazano da testikularni intersticijalni makrofagi mogu da 
produkuju i sekretuju 25-hidroksiholesterol, kao važan parakrini faktor koji pokazuje direktne 
stimulatorne efekte na steroidogenu funkciju Leydig-ovih ćelija (Stocco i sar., 2005; 
Lukyanenko i sar., 2002). Brojni endogeneno produkovani faktori u Leydig-ovim ćelijama 
mogu autokrinim regulatornim mehanizmima modulisati proces steroidogeneze. Sami 
androgeni produkovani od strane Leydig-ovih ćelija pokazuju inhibitorno dejstvo u regulaciji 
sopstvene produkcije. Kao autokrini/parakrini faktor deluje i insulinu-sličan faktor rasta I 
(revijalni rad Haider, 2004). Pokazano je da se faktor rasta poreklom iz trombocita može 
specifično vezati za receptore na površini Leydig-ovih ćelija i tako ostvariti ulogu u kontroli 
testikularne funkcije. Leydig-ove ćelije produkuju i vaskularni endotelijalni faktor rasta 
(Annand i sar., 2003), epidermalni faktor rasta (EGF) za koga je pokazano da indukuje 
regulatornu kaskadu asociranu sa sintezom steroida i ekspresiju StAR proteina u Leydig-ovim 
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ćelijama miša (Manna i sar., 2002). Tretman Leydig-ovih ćelija sa TGFα ili sa EGF rezultira 
u signifikantnom povećanju produkcije androgena u nezrelim Leydig-ovim ćeijama pacova. 
Povećanje produkcije androgena kao odgovor na TGFα asocirano je sa povećanjem nivoa 
iRNA za StAR protein, enzim P450scc ali ne i 3βHSD i P450c17 (Millena i sar., 2004). 
 
 
1.3.3. Regulacija ekspresije gena odgovornih za steroidogenezu u Leydig-ovim ćelijama 
 
 
Za diferencijaciju, kao i funkciju Leydig-ovih ćelija neophodno je dobro usaglašeno dejstvo 
različitih endokrinih, parakrinih/autokrinih faktora i hormona, kao i brojnih signalnih 
molekula. Kao odgovor na ove signale ekspresuju se mnogobrojni geni odgovorni za 
steroidogenezu u Leydig-ovim ćelijama (Tremblay, 2007). Najvažniji transkripcioni faktori 
uključeni u procese regulacije ekspresije steroidogenih gena su:  
SF-1 - Steroidogeni faktor-1 (SF-1) (Ad4BP ili NR5A1) je orfanski nuklearni receptor, 
odnosno transkripcioni faktor, koji ima važnu ulogu ne samo u regulaciji ekspresije mnogih 
cAMP-regulisanih gena odgovornih za steroidogenezu već takođe i u razvoju endokrinog 
sistema i u seksualnoj diferencijaciji (Payne, 2007; Payne i Hales, 2004; Urs i sar., 2007). 
Sposobnost ovog receptora da poveća ekspresiju ciljnih gena može biti regulisana post-
translacionim modifikacijama, subnuklearnom lokalizacijom i protein-protein interakcijama. 
Takođe, za maksimalnu aktivnost ovog receptora kod pacova i miševa potrebna je interakcija 
fosfatidilinozitol fosfata sa njegovim ligand-vezujućim domenom (Urs i sar., 2007). 
C/EBP - CCAAT/vezujući protein pojačivač (eng. CCAAT/enhancer binding protein) 
predstavlja familiju transkripcionih faktora koji sadrže motiv leucinskog cibzara u svojoj 
strukturi. Imaju veoma važnu ulogu u diferencijaciji i funkcionisanju mnogobrojnih tipova 
ćelija. Od šest članova ove familije transkripcionih faktora, C/EBP-β je najdominantniji u 
Leydig-ovim ćelijama i njegova ekspresija povećava se nakon stimulacije Leydig-ovih ćelija 
sa LH (Tremblay, 2007).  
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GATA familija obuhvata šest transkripcionih faktora koji se ekspresuju u različitim tkivima 
gde imaju važnu ulogu u diferencijaciji ćelija, organogenezi i steroidogenezi (Tremblay, 
2007). GATA-4, GATA-6 i testis specifičan GATA-1 koji su detektovani u gonadama 
(revijalni rad Manna i sar., 2003). Od svih GATA transkripcionih faktora samo je GATA-4 
pronađen kako u fetalnim tako i u postnatalnim Leydig-ovim ćelijama, gde je pokazano da 
aktivira nekoliko gena uključenih u streoidogenezu, uključujući StAR, 3βHSD II, CYP17 i 
CYP19 (Tremblay, 2007). 
Sp1 je član familije transkripcionih faktora sa strukturom cinkovih prstiju koji se vezuju za 
GC- ili GT-bogate sekvence. Sp1 i Sp3 važni su za ekspresiju SR-B1, TSPO, LHR i 
vaskularnog endotelijalnog faktora rasta u Leydig-ovim ćelijama (Tremblay, 2007). 
CREB familija obihvata CREB i CREM proteine za koje je pokazano da indukuju ekspresiju 
StAR gena nakon stimulacije Leydig-ovih ćelija trofnim hormonima (Tremblay, 2007). 
AP-1 (Jun i Fos) su članovi familije bZip transkripcionih faktora. Tek pre nekoliko godina 
pokazano je da promotor StAR gena u Leydig-ovim ćelijama sadrži funkcionalno AP-1 vezno 
mesto (Tremblay, 2007; Manna i sar., 2004). 
DAX-1 je orfanski nuklearni receptor (eng. dosage-sensitive-sex reversal-adrenal hypoplasia 
congenita critical region on the X-chromosome), koji ima važnu ulogu u diferencijaciji, 
razvoju i funkcionisanju gonada i nadbubrežnih žlezda (revijalni rad Manna i sar., 2003). 
YY1 (eng. yin yang 1) predstavlja multifunkcionalni transkripcioni faktor, koji može da 
deluje i kao aktivator i kao represor transkripcije sterol odgovornih gena. Za YY1 pokazano je 
da inhibira SREBP-posredovanu transkripciju gena (revijalni rad Manna i sar., 2003). 
 
 
Regulacija transkripcije gena za StAR 
 
 
S obzirom da je StAR protein uključen u transport holesterola iz intracelularnih depoa u 
mitohondrije i da je to limitirajući i hormon senzitivni korak u stimulaciji steroidogeneze, 
mehanizam njegove regulacije je od izuzetne važnosti. Ekspresija gena za StAR akutno je 
regulisana trofnim hormonima preko cAMP-signalnog puta u steroidogenim ćelijama, što 
  45
vodi povećanju nivoa StAR iRNK u okviru 30 minuta i dostiže maksimalan nivo nakon 6 h 
stimulacije. Akutna i hronična stimulacija ekspresija gena za StAR može uključivati odvojene 
mehanizme i različite transkripcione faktore koji se mogu vezivati za promotor StAR gena, a 
takođe je pokazano da se transkripcioni regulatorni mehanizmi razlikuju između vrsta 
(revijalni rad Manna i sar., 2003). 
 
Transkripcioni faktori koji utiču na ekspresiju gena za StAR mogu se prema svom delovanju 
podeliti na one koji stimulišu i one koji inhibišu ekspresiju gena za StAR (Stocco i sar., 2001; 
revijalni rad Manna i sar., 2003). Transkripcioni faktori koji stimulišu ekspresiju gena za 
StAR su: SF-1, C/EBP, GATA-4, SREBP, Sp1, CREB i AhR dok DAX-1 i YY1 inhibišu 
ekspresiju gena za StAR. 
 
U okviru StAR promotora identifikovano je do sada šest vezujućih mesta za SF-1 u zavisnosti 
od vrste, što ukazuje na njegovu ključnu ulogu u regulaciji gena za StAR. Kod pacova je 
identifikovano pet mesta za vezivanje SF-1 u okviru gena za StAR, dok kod miša i čoveka 
postoji još jedno dodatno mesto (Stocco i sar., 2001). Pokazano je i da je SF-1 esencijalni 
faktor pri akutnoj aktivaciji humanog StAR promotora. Takođe, pokazano je da je SF-1 
neophodan, ali ne i dovoljan faktor za kompletni odgovor steroidogenih ćelija na cAMP 
(revijalni rad Manna i sar., 2003). Proksimalni region StAR promotora sadrži vezno mesto za 
C/EBP. Dva člana ove familije: C/EBPα i C/EBPβ ekspresuju se u steroidogenim ćelijama, 
među kojima su i Leydig-ove ćelije i granuloza ćelije ovarijuma (revijalni rad Manna i sar., 
2003). C/EBPα i C/EBPβ predstavljaju ciljne mete za fosforilaciju dejstvom PKA. Za 
aktivaciju promotora za StAR putem SF-1 neophodno je prisustvo funkcionalnog C/EBP 
vezujućeg mesta u promotoru, zbog čega se nameće zaključak da SF-1 i C/EBP najverovatnije 
formiraju kompleks tokom aktivacije StAR promotora (Stocco i sar., 2001). C/EBP takođe 
fizički interaguje sa transkripcionim faktorom GATA-4 što dovodi do aktivacije StAR 
promotora (Tremblay, 2007). GATA-4 je pored C/EBPβ, jedan od prvih identifikovanih 
transkripcionih faktora, koji je uključen u aktivaciju StAR promotora i koji ima važnu ulogu u 
ekspresiji gena za StAR (Stocco i sar., 2001). SREBP (eng. steroid regulatory element 
binding protein) je jedan od mnogobrojnih transkripcionih faktora koji su uključeni u 
aktivaciju StAR promotora (Stocco i sar., 2001). SREBP proteini regulišu zalihe, preuzimanje 
i metabolizam holesterola. Za maksimalan odgovor zahtevaju interakciju sa Sp1 i/ili 
nuklearnim faktorom Y (NF-Y) (revijalni rad Manna i sar., 2003). Sp1 i Sp3 interaguje sa
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velikim brojem transkripcionih faktora, koji mogu učestvovati u regulaciji StAR gena u 
Leydig-ovim ćelijama (Tremblay, 2007; Stocco i sar., 2001). Takođe, poznato je da StAR 
promotor može biti regulisan pomoću CREB. Međutim, kako CRE sekvenca za koju se 
vezuje CREB nije nađena u okviru promotora gena za StAR, pokazano je da CREB svoju 
ulogu u aktivaciji StAR promotora ostvaruje najverovatnije vezivanjem za neko drugo 
alternativno mesto u okviru StAR promotora miša (revijalni rad Manna i sar., 2003; Stocco i 
sar., 2001). AP-1 transkripcioni faktori se vezuju za elemente u okviru StAR promotora. I za 
Jun i za Fos pokazano je da utiču na bazalnu transkripciju gena za StAR u različitom opsegu, 
kao i da oba učestvuju u represiji cAMP-posredovanog odgovora (revijalni rad Manna i sar., 
2003).  
 
Arilhidrokarbonski receptor (AhR) jedan je od elemenata za koje je pokazano, da može biti 
uključen u ekspresiju StAR gena. Naime, pokazano je da transfekcija Y-I adrenalnih ćelija sa 
AhR i njegovim vezujućim partnerom, arilhidrokarbon-nuklearnim translokatorom, rezultira 
povećanjem aktivnosti StAR promotora kada se doda odgovarajući ligand za AhR (Sugawara 
i sar., 1995). Kako je AhR veoma važan receptor za ksenobiotike, među kojima su dioksini, 
postoje dokazi o uplitanju ovih ksenobiotika u regulaciju ekspresije gena za StAR, upravo 
preko AhR receptora. Do danas je poznato da organofosfatni insekticidi (dimetoat i lindan), 
herbicid roundup, kao i fungicidi (ekonazol i mikonazol) inhibišu steroidogenezu u MA-10 
Leydig-ovim ćelijama, upravo preko redukcije ekspresije StAR proteina, od kojih neki utiču i 
na inhibiciju transkripcije samog StAR gena. Međutim, regulatorni elementi u promotoru 
StAR gena uključeni u ovu inhibiciju nisu još uvek identifikovani (Stocco i sar., 2001).  
 
Jedan od do sada poznatih negativnih regulatora StAR promotora je DAX-1, koji ima važnu 
ulogu u diferencijaciji gonada i nadbubrežnih žlezda, u njuhovom razvoju i funkciji (revijalni 
rad Manna i sar., 2003). DAX-1 blokira ekspresiju StAR gena, najverovatnije, vezivanjem za 
strukturu ukosnice na 5' kraju promotora za StAR (Stocco i sar., 2001). DAX-1 takođe 
inhibira ekspresiju gena za steroidogene enzime uključujući P450scc, 3βHSD, CYP17 i 
CYP19. Pokazano je da svoje inhibitorno dejstvo DAX-1 ostvaruje preko interakcije sa SF-1 i 
represije SF-1 trans-aktivacije, ali i direktnim vezivanjem za SF-1 i inhibicije SF-1-
posredovane transkripcije gena za StAR (revijalni rad Manna i sar., 2003). 
 
Za YY1 je pokazano da može da deluje indirektno, preko inhibicije SREBP-posredovane 
ekspresije gena za StAR (revijalni rad Manna i sar., 2003). 
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Regulacija transkripcije gena za SR-B1 
 
U steroidnim tkivima, primarni regulator ekspresije SR-B1 gena jesu tkivno specifični trofni 
hormoni i cAMP, kao sekundarni glasnik, te je stoga SR-B1 ekspresija up-regulisana preko 
LH/hCG, FSH, gonadotropina iz seruma ždrebne kobile (PMSG, engleski: pregnant mare 
serum gonadotropin), ACTH, angiotenzina II, insulina, cAMP analozima i intracelularnim 
cAMP-indukujućim agensima. Ekspresija SR-B1 u steroidogenim ćelijama u in vitro i u in 
vivo uslovima regulisana je i nivoom holesterola preko mehanizma povratne sprege (Azhar i 
Reaven, 2002). 
 
Faktori koji utiču na ekspresiju gena za SR-B1 i koji se vezuju za SR-B1 promotor su: SF-1, 
SREBP, Sp1, DAX-1 i YY1. Humani SR-B1 promotor sadrži jedno vezno mesto za SF-1, za 
koji se vezuije SF-1 i aktivira gene u kulturi Y-1 adrenokortikalnih ćelija. Takođe, SR-B1 
promotor sadrži vezno mesto za SREBP-1a što ukazuje da i drugi transkripcioni faktori mogu 
učestvovati u regulaciji ekspresije humanog SR-B1 gena. SREBP predstavlja ključni regulator 
u transkripciji gena uključenih u metabolizam holesterola i masnih kiselina. Međutim, SREBP 
zahteva prisustvo drugih transkripcionih faktora, kao što je Sp-1, kako bi se postigla 
maksimalna aktivacija transkripcije gena za SR-B1. Sp1 članovi familije transkripcionih 
faktora (Sp-1 i Sp-3) su takođe esencijalni za efikasnu transkripciju SR-B1 gena kod pacova. 
SR-B1 promotor kod pacova sadrži vezno mesto za Sp-1 i Sp-3. Pokazano je da 
overekspresija Sp-1 i Sp-3 u mišijim MA-10 Leydig-ovim ćelijama rezultira povećanom 
aktivnošću promotora SR-B1 gena. DAX-1 je još jedan transkripcioni faktor koji je uključen 
u regulaciju promotora SR-B1 gena kod pacova. Međutim, za razliku od SF-1, Sp-1/ Sp-3 i 
SREBP, DAX-1 negativno reguliše transkripciju gena za SR-B1. Pokazano je da DAX-1 
interferira sa dejstvom transkripcionih faktora (SF-1, Sp-3 i SREBP) koji stimulišu 
prepisivanje gena za SR-B1, i na taj način vrši represiju transkripcije. YY1 predstavlja 
transkripcioni faktor koji kao i DAX-1 negativno reguliše transkripciju gena za SR-B1, ali 
posredstvom drugog mehanizma. Naime, u ne-stimulisanim uslovima YY1 se vezuje direktno 
za SR-B1 promotor i inhibira njegovu funkciju. Takođe, YY1 vrši represiju SREBP-1a-
posredovane stimulacije aktivnosti SR-B1 promotora, direktno interagujući sa SREBP-1a i 
sprečavajući ga na taj način da se veže za sterol regulatorne elemente (SRE) (Azhar i Reaven, 
2002). 
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Regulacija transkripcije P450 enzima  
 
 
Hronična stimulacija Leydig-ovih ćelija sa LH je neophodna za održavanje optimalne 
ekspresije gena za P450 steroidogene enzime. LH preko G-protein-vezanih receptora aktivira 
AC, povećava cAMP i dovodi do povećane sinteze iRNK za P450 steroidogene enzime, 
odnosno sinteze odgovarajućih enzima. Iako se transkripcija gena za steroidogene enzime 
nastavlja nakon aktivacije PKA, SF-1 nije direktno fosforilisan ovom kinazom. Međutim, 
pokazano je da PKA povećava polu-život SF-1. Takođe je ustanovljeno da je aktivnost 
fosfataze potrebna za SF-1 zavisnu transkripciju nekoliko gena za steroidogene enzime i da 
cAMP indukuje defosforilaciju SF-1 (Urs i sar., 2007). 
 
Payne i Youngblood (1995) su ispitivali brzinu de novo sinteze P450scc i P450c17 enzima u 
mišijim Leydig-ovim ćelijama u kulturi. U odsustvu cAMP sinteza P450c17 prestaje, dok 
P450scc ima visok bazalni nivo sinteze. Apsolutni zahtev cAMP za sintezu P450c17 je 
demonstriran odstranjivanjem cAMP iz medijuma, što je izazvalo 50 % smanjenu brzinu de 
novo sinteze 24 h nakon odstranjivanja cAMP i kompletno odsustvo sinteze nakon 48 h. 
Nakon ponovnog dodavanja cAMP u medijum de novo sinteza P450c17 je kompletno 
povraćena. Celokupan tretman je imao vrlo mali efekat na brzinu sinteze P450scc.  
 
Transkripcija humanog CYP11A1 gena u nadbubrežnoj žlezdi, u odgovoru na ACTH/cAMP 
stimulaciju zahteva vezivanje SF-1 za dva vezujuća mesta, u okviru promotora ovog gena. 
Takođe, pokazano je da c-Jun potpomaže SF-1 zavisnu transkripciju humanog CYP11A1 
promotora. Novootkriveni “zinc finger” protein, TreP-132, identifikovan je kao važan 
pozitivni regulator ekspresije humanog CYP11A1 gena (Sewer i Waterman, 2003). 
 
Transkripcioni faktor Sp1, takođe je uključen u cAMP-zavisnu aktivaciju gena za CYP11A1 
u nadbubrežnoj žlezdi čoveka, govečeta i svinje (Sewer i Waterman, 2003). Prema drugim 
autorima ovaj transkripcioni faktor uključen je i u regulaciju ekspresije gena za steroidogene 
enzime među kojima su: CYP17 u ovarijumu govečeta, kao i CYP21B kod ljudi (Stocco i 
sar., 2001). Familija ovih faktora sposobna je da dovede do aktivacije ili represije procesa 
transkripcije (Sewer i Waterman, 2003). Takođe, postoje rezultati koji ukazuju na to da 
postoje ćelijski-specifični transkripcioni faktori koji regulišu transkripciju u Leydig-ovim 
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ćelijama, a razlikuju se od faktora koji su neophodni za ekspresiju u adrenalnim ćelijama 
(revijalni rad Payne i Hales, 2004).  
 
Transkripcioni faktor CREB koji fosforiliše PKA, uključen je u aktivaciju Cyp19A1 gena. 
Istraživanja pokazuju da cAMP deluje preko CRE/CREB sistema na promotoru Cyp19A1 
gena u granuloza ćelijama i R2C transformisanim Leydig-ovim ćelijama kod pacova, kao i na 
PII promotoru Cyp19A1 gena u humanim granuloza ćelijama. Iako povećanje cAMP u ćeliji 
povećava ekspresiju gena za sve steroidogene P450 enzime, pretpostavlja se da su za kontrolu 
ekspresije gena koji kodiraju CYP11A1 i CYP17A1 odgovorni drugi transkripcioni faktori 
(Payne, 2007).  
Takođe, transkripcioni faktor GATA-4 u Leydig-ovim ćelijama, aktivira ekspresiju CYP17A1 
i CYP19, dok transkripcioni faktor DAX-1 inhibira ekspresiju gena za CYP11A1, CYP17A1 i 
CYP19 (Tremblay, 2007). 
 
 
Regulacija transkripcije hidroksisteroid dehidrogenaza 
 
 
3βHSD. Ispitivanja vezana za regulaciju transkripcije gena za 3βHSD koja su vršena na 
Leydig-ovim ćelijama miša su pokazala visoku konstitutivnu ekspresiju ovog gena. Leydig-
ove ćelije miša sintetišu dve različite izoforme 3βHSD: 3βHSD I i 3βHSD VI. Ispitivanja 
uloge LH/hCG u regulaciji ekspresije gena za dve navedene izoforme pokazala su da je 
ekspresija gena za 3βHSD I nezavisna od LH stimulacije, dok je ekspresija gena za 3βHSD 
VI visoko zavisna od LH/hCG stimulacije. Za maksimalnu ekspresiju gena za 3βHSD II u 
humanim Leydig-ovim ćelijama je neophodna interakcija SF-1 sa drugim transkripcionim 
faktorima (GATA 4 i GATA 6). Za bazalnu i LH/hCG indukovanu ekspresiju gena za ovaj 
enzim značajan je nuklearni orfanski receptor Nur 77. Ekspresiju Nur 77 indukuje LH/hCG u 
testisu i pretpostavlja se da predstavlja važan medijator dejstva LH na nivou steroidogeneze 
(Payne, 2007). Takođe, transkripcioni faktor GATA-4 u Leydig-ovim ćelijama, aktivira 
ekspresiju 3βHSD, dok transkripcioni faktor DAX-1 inhibira ekspresiju gena za 3βHSD  
(Tremblay, 2007). 
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17βHSD. Tri funkcionalna regulatorna elementa su opisana u okviru humanog gena za ovaj 
enzim, i to su: element koji odgovara na dejstvo retinoične kiseline, element koji 
kompetitivno odgovara na dejstvo AP-1, Sp1 i Sp3 (koji imaju ulogu transkripcionih 
pojačivača) i GATA element koji ima funkciju represora transkripcije. Delecije u regionu 
elementa koji odgovara na dejstvo retinoične kiseline, dovode do nemogućnosti da se 
adekvatno odgovori na dejstvo retinoične kiseline, što kao rezultat ima povećanu 17βHSDI 
ekspresiju u većem broju različitih ćelija (revijalni rad Payne Payne i Hales, 2004). 
 
Sp1 učestvuje u aktivaciji velikog broja promotora, a pokazano je da kompetituje sa Sp3, za 
vezivanje za istu sekvencu, pa na taj način ima mogućnost da spreči delovanje Sp3 faktora. 
AP-2 transkripcioni faktor aktivira se različitim signalnim putevima, među kojima su i put 
preko PKA, kao i PKC. Interakcija između Sp1, Sp3 i AP-2 uključena je u kontrolu tkivno- i 
ćelijski- specifične transkripcije hHSD17B1 gena. Delecije u GATA vezujućem regionu 
hHSD17B1 gena dovode do povećanja u nivou transkripcije ovog gena, što je dokaz da 
GATA transkripcioni faktori (GATA-2 i GATA-3) funkcionišu kao represori transkripcije 
ovog gena (revijalni rad Payne Payne i Hales, 2004). 
 
Ekspresija 17βHSD III je proučavana na normalnim miševima i miševima kojima nedostaju 
cirkulišući gonadotropini ili funkcionalni androgeni receptor. Utvrđeno je da je tokom 
neonatalnog razvoja ekspresija gena za 17βHSD III nezavisna od stimulacije gonadotropinima 
ali postaje zavisna tokom puberteta (Payne, 2007). 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
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Cilj ovog rada bio je da se ispita efekat atrazina na steroidogenezu u Leydig-ovim ćelijama 
peripubertalnih pacova u in vivo (oralni tretman od 23-eg do 51-og dana života) i in vitro (24 
h tretman) uslovima, da se utvrdi da li atrazin deluje na određene elemente cAMP-zavisnog 
signalnog puta, kao i na ekspresiju gena koji kodiraju steroidogene enzime i regulatorne 
proteine uključene u kontrolu steroidogeneze. 
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3. MATERIJAL I METODE 
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3.1. Hemikalije 
 
 
Atrazin čistoće 98%, korišćen u in vitro eksperimentima, nabavljen je od Supelco (USA). 
Tehnički atrazin (98% čistoće) korišćen u in vivo eksperimentima, poklon je Prof. dr Sanje 
Lazić, Institut za zaštitu bilja, Poljoprivredni fakultet, Novi Sad. Hemikalije za izolaciju 
ukupne RNK ("RNAqueous-4PCR" komplet), nabavljene su od Applied Biosystems/Ambion 
(Austin,USA), za sintezu cDNK ("High-Capacity cDNA Reverse Transcription" komplet sa 
RNAse inhibitorom) i za PCR reakciju ("Power SYBR Green PCR Master Mix") nabavljene 
su od Applied Biosystems (Foster City, USA), dok su prajmeri za Real Time PCR nabavljeni 
od Integrated DNA Technologies, USA. cAMP EIA kit nabavljen je od Cayman Chemicals 
(Ann Arbor, MI, USA). RIA kit za LH (pacovski) nabavljen je od ALPCO Diagnostic (Salem, 
NH, USA). Antitestosteron-11-BSA serum No.250 i antiprogesteron-11-BSA serum No. 337 
dobijeni su od dr G. D. Niswender, (Colorado State University, Fort Collins, CO, USA). 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)/F12, medijum 199 (M199), goveđi serum 
albumin (fraction V), kolagenaza (tip I), H-89 dihydrochloride hydrate (H89), Thiazolyl Blue 
Tetrazolium Bromide (MTT), tripan plavo (Tripan Blue 0,4%), progesteron i testosteron 
nabavljeni su od Sigma Chemical Company (St. Louis, Steinheim, Germany). 
Horiongonadotropni hormon (hCG; Pregnyl 3000 IU/mg) nabavljen je od Organon (West 
Orange, NJ, USA). [1, 2, 6, 73H(N)]-progesteron i [1, 2, 6, 73H(N)]-testosteron nabavljen je 
od New England Nuclear (Brisel, Belgija). Aktivni ugalj - Norit A nabavljen je od Serva 
(Heidelberg, Nemačka). Ostale hemikalije su bile analitičke čistoće. 
 
 
3.2. Eksperimentalne životinje i tretmani 
 
 
U eksperimentalnom radu su korišćeni mužjaci belih pacova rase Wistar (od 23 do 51 dana 
starosti). Životinje su uzgajane u gajilištu Departmana za biologiju i ekologiju Prirodno-
matematičkog fakulteta u Novom Sadu. U laboratoriji su održavani standardni uslovi 
kontrolisanog osvetljenja (14 h svetlo/10 h mrak), pri temperaturi od 22±2ºC. Hranjene su 
standardnom paletiziranom hranom za pacove (Veterinarski Zavod, Subotica), a vodu su 
uzimale po potrebi.  
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Dvadesetosmodnevni oralni tretman. Prilikom ovog tretmana životinje eksperimentalne 
grupe su hranjene by gavage (po) svakodnevno tokom 28 dana (od 23 do 50 dana starosti) 
atrazinom rastvorenim u maslinovom ulju, u dozama od 50 mg/kg telesne mase i 200 mg/kg 
telesne mase. Kontrolne grupe životinja su primale svakodnevno odgovarajuću količinu 
maslinovog ulja. Aplikacija je vršena u periodu od 8:30 h do 9:00 h svakog dana. Životinje su 
žrtvovane dekapitacijom pri starosti od 51 dan, 24 h nakon poslednje aplikacije atrazina. Ove 
dve relativno visoke doze atrazina odabrane su na osnovu literaturnih podataka u kojima je 
pokazan inhibitorni uticaj atrazina na produkciju testosterona kod peripubertalnih mužjaka 
pacova (Friedmann, 2002; Stoker i sar., 2000; Trentacoste i sar., 2001). Cilj ovog rada bio je 
da se dalje istraže mogući mehanizmi delovanja atrazina na steroidogenezu u Leydig-ovim 
ćelijama. 
 
Jednokratni oralni tretman. Životinje su takođe bile tretirane by gavage, jednokratno (50 
dana starosti), istim dozama atrazina (50 mg/kg telesne mase i 200 mg/kg telesne mase). 
Kontrolne grupe životinja su primale odgovarajuću količinu maslinovog ulja. Aplikacija je 
vršena u periodu od 8:30 h do 9:00 h. Životinje su su žrtvovane dekapitacijom pri starosti od 
51 dan, 24 h nakon tretmana. 
 
Dvadesetčetvoročasovni in vitro tretman. U in vitro eksperimentima korišćene su životinje 
starosti 51 dan, koje su žrtvovane dekapitacijom. 
 
Svi eksperimenti su odobreni od strane Lokalnog etičkog komiteta za zaštitu životinja koje se 
koriste za eksperimentalne svrhe na Univerzitetu u Novom Sadu i izvođeni su prema 
proceduri Nacionalnog instituta za zdravlje USA, uputstvo za zaštitu i korišćenje 
laboratorijskih životinja (NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals). 
 
 
3.3. Izolacija intersticijalnih ćelija testisa 
 
 
Izolacija i purifikacija Leydig-ovih ćelija rađena je prema metodi Leckie i sar., (1998) uz 
određene modifikacije. Naime, nakon žrtvovanja, testisi su izdvojeni, dekapsulirani i stavljeni 
u plastične epruvete (50 ml, 2 testisa/epruveti), u kojima se nalazilo 1.5 ml rastvora
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kolagenaze/testisu u DMEM/F12, obogaćenom sa 1.5% BSA koji je sadržavao 100000 IU/l 
penicilina i 100 mg/l streptomicina (1.2 mg kolagenaze/ml DMEM/F12-BSA, pH 7.4). 
Epruvete su dobro zatvorene i inkubirane 15 minuta/34ºC u "shaker" vodenom kupatilu pri 
oscilacijama od 120 ciklusa u minuti. Nakon toga, reakcija je prekinuta dodavanjem (20 
ml/epruveti) hladnog DMEM/F12-0.5%BSA. Da bi se omogućilo taloženje seminifernh 
tubula, epruvete su ostavljene 5 minuta na 4ºC. Odvajanje frakcije seminifernih tubula 
izvršeno je filtriranjem kroz najlon mrežicu (mesh br. 100) u dve graduisane plastične 
epruvete. Centrifugiranjem filtrata 5 min/160 x g na sobnoj temperaturi, dobijen je talog 
intersticijalnih ćelija (IC) koji sadrži oko 20% Leydig-ovih ćelija, ali i ostale ćelije, kao što su 
makrofagi, ćelije endotela, germinativne ćelije, eritrociti i nešto leukocita. U cilju uklanjanja 
kolagenaze, talog je ispran sa 10 ml DMEM/F12-0.5% BSA (po epruveti), uz centrifugiranje 
5 min/160 x g na sobnoj temperaturi. Po završetku centrifugiranja, talog je resuspendovan u 
određenoj zapremini DMEM/F12-0.1%BSA (5 ml/testisu) i vršeno je određivanje broja 
vijabilnih IC. 
 
Za određivanje ukupnog broja i broja vijabilnih IC korišćeno je bojenje sa 0.4% rastvorom 
tripan plavog (tzv. Dye Exclusion Test - DET; Sigma), a broj živih ćelija je određivan 
njihovim brojanjem u hemocitometru. Metoda se zasniva na principu da žive ćelije ne 
apsorbuju boju, dok se jedro mrtvih ćelija boji plavo, jer tripan plavo prodire kroz oštećenu 
ćelijsku membranu. Postupak je sledeći: pripremljena suspenzija IC se dobro promeša 
Pasterovom pipetom i doda se 0.05 ml ove suspenzije u epruvetu koja sadrži 0.05 ml tripan 
plavog. Posle nekoliko minuta se na oba polja hemocitometra nanese po kap obojene 
suspenzije i vrši se brojanje u ugaonim kvadratima, pri uvećanju 100x. Broje se žive ćelije, sa 
neoštećenom membranom, koje se za razliku od mrtvih, raspadnutih ćelija i ćelija sa 
oštećenom membranom, ne boje plavo. Svaki od ovih kvadrata podeljen je na 16 jednakih 
površina (kvadrata). Broje se ćelije u unutrašnjosti kvadrata i one koje dotiču gornju i levu (ili 
donju i desnu) središnju liniju kvadrata. Površina na kojoj se broje ćelije je 1 mm2, a visina 
komore je 0.1 mm. Prosečan broj ćelija po kvadratu množi se sa odgovarajućim razblaženjem, 
i sa 104da bi se odredio broj izolovanih ćelija po ml.  
 
broj ćelija/ml = prosečan br. ćelija po kvadratu x faktor razblaženja (2) x 104 
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3.4. Purifikacija Leydig-ovih ćelija 
 
 
Purifikacija je proces izdvajanja Leydig-ovih ćelija (LC) od ostalih tipova ćelija iz grube 
suspenzije IC. Postupak purifikacije ukratko izgleda ovako: u plastične epruvete od 12 ml se 
naslojava po 2 ml sterilnih rastvora perkola različitih gustina. Priprema rastvora perkola 
različitih gustina prikazana je u tabeli 3.1. 
 
Tabela 3.1. Sastav perkolnih rastvora različite gustine 
 
SPECIFIČNE 
GUSTINE 
 
3%BSA-
10xDMEM/F12 
(ml) 
 
PERKOL 
 
DESTILOVANA 
H2O 
(ml) 
1,045 2 6,031 11,969 
1,065 2 9,108 8,892 
1,080 2 11,415 6,582 
1,090 2 12,945 5,046 
 
Rastvori su naslojavani počevši od rastvora najveće vrednosti gustine (1,090) do rastvora 
najmanje vrednosti gustine (1,045). Potom se na vrh kolone nanosi 4 ml (oko 30 x 106 ćelija) 
suspenzije intersticijalnih ćelija i kolone se centrifugiraju 28-30 min na 500 x g na sobnoj 
temperaturi. LC će se izdvojiti samo u određenom sloju perkolnog gradijenta, tj. na granici 
gustine između 1,065 i 1,080. Frakcija LC se sakuplja, epruvete se dopunjavaju do 50 ml sa 
DMEM/F12-0,1% BSA i ponovo se vrši centrifugiranje u trajanju od 5 min, pri brzini od 160 
x g na sobnoj temperaturi. Dobijeni talog se resuspenduje do  5 ml sa DMEM/F12. Potom se 
vrši određivanje broja vijabilnih ćelija, po istom principu kao i IC. Ovako pripremljena 
suspenzija sadrži 95%-98% LC.  
 
 
3.5. Eksperimentalni dizajn 
 
 
Dvadesetosmodnevni oralni tretman. Nakon žrtvovanja životinja, purifikovane Leydig-ove 
ćelije dobijene su od 4-8 životinja po grupi.  Leydig-ove ćelije iz svake grupe, pulirane su, i 
  58
sađene na mikrotitar ploče sa 96 radnih površina (engleski-well, u daljem tekstu vel), tako da 
vel sadrži 50000 LC u 0.2 ml DMEM/F12. 3h posle sađenja Leydig-ovih ćelija, odliven je 
medijum a ćelije su stimulisane različitim koncentracijama hCG ili sa različitim steroidnim 
supstratima: 22OH-holesterolom, pregnenolonom, progesteronom, ili androstendionom u 0.2 
ml M199-0.1%BSA/velu. Leydig-ove ćelije su potom inkubirane u CO2 inkubatoru, gde je 
obezbeđena atmosfera 95%O2 i 5%CO2 u trajanju od 2 h pri temperaturi od 34oC. Nakon 2 h 
uzorci su pokupljeni i čuvani na temperaturi od -20oC do momenta određivanja količine 
progesterona i testosterona radioimunološkom analizom (RIA). Dodatno, u svakom 
eksperimentu Leydig-ove ćelije sađene su na petri ploče (d=55mm), 2.5 x 106 LC/2 ml 
DMEM/F12/ploči i stimulisane sa 10 ng/ml hCG u trajanju od 2 h, u kojima je pored 
određivanja nivoa hormona i cAMP-a u medijumu, vršena i izolacija ukupne RNK. Nakon 
završetka 2 h-perioda, deo medijuma je zamrznut na suvom ledu i čuvan na temperaturi od -
70oC do momenta određivanja količine cAMP enzimimunološkom analizom (EIA), a ostatak 
medijuma je zamrznut na -20oC do određivanja nivoa testosterona i progesterona 
radioimunološkom metodom. Nakon tretmana ploče su isprane hladnim PBS-om (Phosphate 
Buffered Saline) i momentalno zamrznute na suvom ledu (-78.5 ºC), nakon čega su čuvane na 
-70ºC u specijalnom zamrzivaču do postupka izolacije RNK. U in vivo eksperimentima u 
kojima su Leydig-ove ćelije stimulisane sa različitim koncentracijama 22OH-holesterola (1 i 
50µM) u trajanju od 2 h, ćelije su sađene po 1 x 106 LC/2 ml DMEM/F12/petri ploči, 
dijametra 55mm. Nakon završetka 2 h-perioda, uzorci medijuma su zamrznuti na -20oC do 
momenta određivanja nivoa progesterona i testosterona radioimunološkom analizom.  
 
Dvadesetčetvoročasovni in vitro tretman. Za potrebe 24 h in vitro eksperimenta Leydig-ove 
ćelije (1 x 106 LC/2 ml DMEM/F12) su sađene na petri ploče (d=55  mm) i nakon lepljenja, 
tretirane različitim koncentracijama atrazina (1 nM, 1 µM, 20 µM, 50 µM) koji je bio 
rastvoren u 2 ml medijuma DMEM/F12 sa dodatkom 0.1 % BSA. Ćelije su inkubirane u CO2 
inkubatoru, gde je obezbeđena atmosfera 95%O2 i 5%CO2 u trajanju od 24 h pri temperaturi 
od 34ºC. Nakon 24-časovnog tretmana atrazinom odliven je medijum sa ćelija, i zamenjen 
svežim (2 ml medijuma M199-1%BSA) koji je sadržavao različite koncentracije hCG (0.125 
ng/ml, 0.25 ng/ml, 0.5 ng/ml i 10 ng/ml) ili steroidnih supstrata: progesterona (0.25 μM, 0.5 
μM i 10 μM) ili androstediona (0.25 μM, 0,5 μM i 10 μM) i odgovarajuće koncentracije 
atrazina, u trajanju od 2 h. U slučaju eksperimenta sa H89 (inhibitorom protein kinaze A 
(PKA)) Leydig-ove ćelije tretirane su sa atrazinom u koncentraciji 20 µM u trajanju od 24 h, a 
nakon toga 2 h sa 20 µM atrazina ili 10 µM H89 ili u njihovoj kombinaciji u prisustvu 10 
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ng/ml hCG. Nakon 2 h uzorci su čuvani na -20oC do momenta određivanja nivoa 
progesterona i testosterona radioimunološkom analizom, odnosno deo medijuma je odmah po 
vađenju ploča iz inkubatora odvojen, zamrznut u suvom ledu i čuvan na -70oC do momenta 
određivanja nivoa cAMP enzimimunološkom analizom. U svakom eksperimentu, deo ćelija je 
sađen u koncentraciji od 2.5 x 106 LC/2 ml DMEM/F12/petri ploči i tretiran različitim 
koncentracijama atrazina (1 µM i 20 µM) rastvorenim u istom medijumu. Tretman je trajao 
24 h pri istim uslovima inkubacije, nakon čega je medijum odliven i zamenjen svežim koji je 
sadržavao 10 ng/ml hCG-a i odgovarajuće koncentracije atrazina. Stimulacija sa hCG-om je 
trajala 2 h. Nakon celokupnog tretmana medijum je odliven a ploče su isprane hladnim PBS-
om i momentalno zamrznute na suvom ledu (-78,5 ºC), nakon čega su čuvane na -70ºC u 
zamrzivaču do postupka izolacije RNK.  
 
Jednodnevni oralni tretman. Nakon žrtvovanja životinja, purifikovane Leydig-ove ćelije 
dobijene su od 4-5 životinja po grupi. Leydig-ove ćelije iz svake grupe, pulirane su i sađene 
na petri ploče (d=55mm) u koncentraciji 2.5 x 106 LC/2 ml DMEM/F12/ploči. 3 h posle 
sađenja Leydig-ovih ćelija, odliven je medijum i zamenjen svežim u pločama u kojima je 
praćena bazalna produkcija testosterona, dok je drugi deo ćelija stimulisan sa 10 ng/ml hCG. 
Leydig-ove ćelije inkubirane su potom u CO2 inkubatoru, gde je obezbeđena atmosfera 
95%O2 i 5%CO2 u trajanju od 2 h pri temperaturi od 34oC. Nakon 2 h, deo medijuma je 
zamrznut u suvom ledu i čuvan na temperaturi od -70oC do momenta određivanja količine 
cAMP enzimimunološkom analizom, a ostatak medijuma je zamrznut na -20ºC do 
određivanja nivoa testosterona radioimunološkom metodom. Nakon tretmana ploče su isprane 
hladnim PBS-om i momentalno zamrznute na suvom ledu (-78.5 ºC), nakon čega su čuvane 
na -70ºC u specijalnom zamrzivaču do postupka izolacije RNK. 
 
 
3.6. Određivanje koncentracije hormona radioimunološkom analizom 
 
 
Koncentracije progesterona i testosterona u uzorcima su određivane radioimunološkom 
analizom. U cilju određivanja nepoznate koncentracije antigena, pravi se standardna 
inhibiciona kriva, korišćenjem standardnih rastvora testosterona i progesterona poznatih 
koncentracija (0.8, 0.4, 0.2, 0,1, 0.05, 0.025, 0.125, 0.00625 ng/0.1ml) od osnovnog 
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standardnog rastvora koncentracije 100 ng/ml. Radioaktivnost obeleženog antigena 
podešavana je na 4500 otkucaja/min/0.1ml. Kako u uzorcima nije vršeno odvajanje 
testosterona (T) od dihidrotestosterona (DHT), a obzirom na veliku "cross" reaktivnost 
antitestosteron-11-BSA seruma sa DHT, vrednosti za koncentraciju testosterona predstavljaju 
sumu T+DHT. Antitestosteron-11-BSA No.250 i antiprogesteron-11-BSA serum No.337 su 
razblaženi, tako da maksimalno vezivanje obeleženog antigena u odsustvu neobeleženog bude 
oko 30-40%. Odvajanje liganda (slobodnog od vezanog) vršeno je suspenzijom aktivnog 
uglja, dok je radioaktivnost merena uz dodatak scintilacione tečnosti u β-scintilacionom 
brojaču LSC sistem Wallac 1400. Svi uzorci u okviru jednog eksperimenta mereni su u 
duplikatu u jednoj analizi. Preciznost RIA za testosteron je 6 pg/epruveti, koeficijent 
varijacije u okviru jedne analize je 5.8%, a koeficijent varijacije između analiza je 7.5%. U 
slučaju RIA za progesteron, preciznost metode je takođe 6 pg/epruveti, interesejski koeficijent 
je 10.7%. Nivo LH u serumu je određivan pomoću RIA kita, prema uputstvu proizvođača. 
Uzorci iz svih eksperimenata urađeni su u jednoj analizi, pri čemu je limit detekcije ovog kita 
prema uputstvu proizvođača iznosio 0.14 ng/ml. 
 
 
3.7. Određivanje nivoa cAMP-a 
 
 
Količina cAMP sekretovanog u medijum, koja stoji u korelaciji sa količinom cAMP u ćeliji, 
određena je EIA analizom, po uputstvima proizvođača. Metoda se bazira na kompeticiji 
između neobeleženog i acetilholinesterazom (AChE) obeleženog cAMP za ograničen broj 
veznih mesta na antitelu. Aktivnost AChE u kompleksu: AChE obeleženi cAMP-antitelo 
određuje se na osnovu količine nastalog žuto obojenog produkta. Kvantifikacija indikatorske 
reakcije izvršena je fotometrijski, na talasnoj dužini 412 nm. Prema podacima proizvođača 
datih u uputstvu, IC50 (50% B/Bo) vrednost je 0.5 pmol/ml, a limit detekcije 0.1 pmol/ml (na 
80% B/Bo) za acetilovane uzorke. U našim eksperimentima IC50 vrednost bila je 0.3 pmol/ml, 
a limit detekcije 0.08 pmol/ml (na 80% B/Bo), što je u saglasnosti sa podacima proizvođača. 
 
3.8. MTT test 
 
 
MTT test predstavlja in vitro esej za merenje ćelijske proliferacije, ćelijske vijabilnosti, 
odnosno citotoksičnosti ispitivanih uzoraka. MTT je tetrazolijumska so rastvorljiva u vodi, 
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koja se konvertuje u nerastvorljivi ljubičasti formazan cepanjem tetrazolijumskog prstena od 
strane dehidrogenaze u mitohondrijama. Ćelijske membrane ne propuštaju formazan pa se on 
akumulira u zdravim ćelijama. Ćelije se liziraju, a kristali formazana se rastvaraju u 
rastvaraču. Purifikovane Leydig-ove ćelije sađene su na 96-vel mikrotitar ploče, tako da vel 
sadrži 50000 LC u 0.2 ml DMEM/F12. 3 h posle sađenja Leydig-ovih ćelija, medijum je 
odliven, a ćelije su tretirane različitim koncentracijama atrazina (1 nM, 1 µM, 20 µM, 50 µM) 
u trajanju od 24 h pri temperaturi od 34ºC, u CO2 inkubatoru gde je obezbeđena atmosfera 
95%O2 i 5%CO2. Nakon 24-časovnog tretmana atrazinom odliven je medijum sa ćelija, i 
zamenjen sa 0.1ml DMEM/F12 koji je sadržao 50 μg MTT po velu. Nakon 3 h inkubacije u 
CO2 inkubatoru pri temperaturi od 37ºC, odliven je rastvor MTT sa ćelija i dodato je 0.1 ml 
0.04M HCl u izopropanolu po velu, kako bi se rastvorili nastali kristali formazana. Nakon 
inkubacije od 10 minuta, na sobnoj temperaturi, apsorbanca se meri fotometrijski na dve 
talasne dužine: A1=540 nm i A2=690 nm. Konačna apsorbanca se računa kao A=A1-A2. Na 
osnovu dobijenih rezultata, citotoksičnost ispitivanie supstance se računa prema formuli: 
CI=(1-At/Ak)*100, gde je At apsorbanca uzoraka tretiranih sa atrazinom, a Ak apsorbanca 
kontrolnih uzoraka. 
 
 
3.9. Izolacija RNK prema “RNAqueous-4PCR” kompletu 
 
 
Metod koji se koristi zasniva se na razaranju ćelija u rastvoru koji sadrži guanidin tiocijanat, 
snažan haotropni agens koji lizira ćelijske membrane i brzo inaktivira ćelijske ribonukleaze. 
Lizat uzorka se zatim pomeša sa rastvorom etanola (koji obezbeđuje uslove za selektivno 
vezivanje RNK za silica-gel filter) i prenese na silika-gel filter, koji selektivno i kvantitativno 
vezuje iRNK i veću ribozomalnu RNK. Veoma male RNK kao što je tRNK i 5S ribozomalna 
RNK nisu kvantitativno vezane. Filter se zatim ispira kako bi se otklonila rezidualna DNK, 
proteini i ostali kontaminanti. RNK se eluira sa filtera pomoću vode oslobođene nukleaza 
(“nuclease-free water”), koja sadrži tragove EDTA čime je omogućeno heliranje teških 
metala. Nakon eluiranja sa filtera, RNK se tretira ulta čistom Dnazom 1 kako bi se uklonili 
tragovi DNK. Prinos RNK varira u zavisnosti od tipa i količine uzorka.  
  62
Protokol  
 
1. U petri ploču sa 2.5 x 106 Leydig-ovih ćelija dodato je 350 μl tzv. rastvora za 
liziranje; 
2. Lizirane ćelije su sakupljene sa ploče pomoću špatule. Na lizat je dodato 350 μl 
etanola; 
3. Lizat etanol/smeša je propuštena kroz filter centrifugiranjem na 12000 rpm; 
4. Filter je najpre ispran sa 700 μl rastvora za ispiranje  # 1; 
5. A zatim sa 2 x 500 μl rastvora za ispiranje  # 2/3; 
6. RNK je eluirana sa filtera sa 60 μl prethodno zagrejanog rastvora za eluiranje (u 
dva koraka, najpre sa 40 a zatim sa 20 μl rastvora za eluiranje); 
7. Tragovi DNK otklonjeni su DNaza tretmanom. 
 
3.9.1. Određivanje koncentracije totalne RNK 
 
 
Koncentracija ukupne RNK određena je pomoću Evolution 100 spektrofotometra (Thermo 
Fisher Scientific), merenjem apsorbance na 260nm. Očitana vrednost se smatra validnom, 
ukoliko je apsorbanca veća od 0.15. Smatra se da 1 jedinica apsorbance na 260 nm odgovara 
količini RNK od 40 μg/ml (A260= 1= 40 μg RNK/ml). Pre merenja RNK je razblažena 10 
puta. 
 
Pored merenja apsorbance na 260 nm, meri se i apsorbanca na 280 nm, a odnos između ove 
dve vrednosti značajan je za određivanje čistoće izolovane RNK. Uzorak izolovane RNK je 
visoke čistoće ukoliko je odnos A260/A280 1.9-2.1. 
 
Nakon izmerene apsorbance koncentracija totalne RNK se određuje pomoću sledeće formule: 
 
RNK (μg/μl) = A260 × R × F                                 
                                                                  A260 - apsorbanca uzorka na 260 nm 
                                                      R – razblaženje 
                                                      F – 40; (1 OD (Optical Density)  
                                                     odgovara vrednosti 40 μg RNK/ml) 
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Prosečan prinos ukupne RNK izolovane iz 2.5 x 106 Leydig-ovih ćelija iznosio je 5.9 μg, pri 
čemu se odnos A260/A280 kretao između 1.9-2.0. 
 
 
3.10. Reverzna transkripcija prema 
"High-Capacity cDNA Reverse Transcription" protokolu 
 
 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription komplet sadrži sve komponente neophodne za 
reverznu transkripciju totalne RNK u cDNK u reakciji volumena 20  μl. Komplet zahteva da 
se uvek koristi do 2 μg totalne RNK po reakciji, a da je volumen jedne reakcije 20 μl.  
 
Protokol 
2x Master mix pripremiti na ledu prema Tabeli 3.2: 
 
Tabela 3.2. Sastav master mix-a 
Komponente Volumen/reakciji (μl) 
 
10x RT pufer                     
25x dNTP Mix (100mM)
10 RT Random prajmeri 
MultiScribe Reverzna 
transkriptaza 
RNase inhibitor 
Nukleaze-free voda 
_________________ 
Volumen po reakciji 
 
2 
0.8
2                        
 
1                        
1                        
3.2                     
__ 
10 
 
 
1. Pipetirati po 10 μl 2x RT master mixa (po reakciji) u zasebne tubice; 
2. Dodati 10 μl RNK uzorka koji sadrži do 2  μg RNK i izmešati; 
3. Kratko centrifugirati; 
4. Programirati Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler prema protokolu iz Tabele 3.3: 
5. Podesiti na aparatu volumen reakcije 20 μl; 
6. Postaviti uzorke i pokrenuti prethodno pripremljeni program. 
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Tabela 3.3. Protokol rada Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler 
 Korak  1 Korak  2 Korak  3 Korak  4 
Temperatura°C 25 37 85 4 
Vreme 10 min 120 min 5 sec neograničeno 
 
U ovim eksperimentima je u 20 μl reakcione smeše dodavano najčešće od 0,9 μg do 1,9 μg  
RNK. Dobijena cDNK čuvana je u zamrzivaču na -20 ºC.  
 
 
3.11. Relativna kvantifikacija genske ekspresije prema 
"Power SYBR Green PCR Master Mix" protokolu 
 
 
"Power SYBR Green PCR Master Mix" predstavlja pre-miks komponenti (izuzev prajmera, 
matrice i vode) nepohodan za izvođenje QPCR (kvantitativne analize lančane reakcije 
polimeraze, Quantitative-Polymerase Chain Reaction). Komplet koristi SYBR Green I boju 
koja se vezuje za dvolančanu DNK obezbeđujući fluorescentni signal koji odražava količinu 
dvolančanog DNK produkta koji nastaje tokom PCR (Sl.3.1.).  
 
 
Slika 3.1. Vezivanje SYBR Green I boje za dvolančanu DNK 
 
"Power SYBR Green PCR Master Mix" komplet omogućava veoma senzitivnu kvantifikaciju 
nukleinskih kiselina, detektujući čak i veoma mali broj kopija ciljnog gena (1-10) u veoma 
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širokom opsegu koncentracija matrice. Na ovaj način se meri stepen ekspresije ciljnog gena i 
vrši poređenje sa ekspresijom tog gena u kontrolnom uzorku.  
 
Pri ispitivanju relativne kvantifikacije genske ekspresije neophodno je definisati endogenu 
kontrolu. Endogenu kontrolu predstavlja gen koji u svim setovima eksperimentalnih uzoraka 
ima konzistentan nivo genske ekspresije. Na ovaj način omogućena je normalizacija relativne 
kvantifikacije, tj. eliminiše se varijabilnost u inicijalnoj koncentraciji i kvalitetu totalne RNK 
i u efikasnosti konverzije prilikom reakcije reverzne transkripcije. U ovim eksperimentima 
kao endogena kontrola korišćen je β-aktin koji spada u „houskeeping“ gene. Za endogenu 
kontrolu i ciljne gene dizajnirani su specifični prajmeri korišćenjem Primer Express 3.0 
(Applied Biosystems) softvera, a sekvenca gena preuzeta je sa NCBI Entrez Nucleotide 
Database (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). 
 
Protokol 
1. U 2 x koncentrovan SYBR Green master mix dodati vodu i prajmere (sense i anti-
sense u finalnoj koncentraciji 200 nM) pri čemu se SYBR Green master mix dva puta 
razblaži.   
2. U 96 well Optical Reaction Plate ispipetirati 5μl odgovarajućeg uzorka cDNK i 20 μl 
prethodno napravljene smeše koju čine SYBR Green master mix, voda i prajmeri. 
Finalna količina cDNK u reakciji izražena preko početne količine RNK iznosila je 100 
ng. 
3. 96 well Optical Reaction Plate prekriti adhezionim filmom (ABI PRISM Optical 
Adhesive Cover). 
 
PCR reakcija je rađena na Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR sistemu, prema 
odgovarajućem protokolu napravljenom u SDS (Sequence Detection System) programu pri 
čemu se jedan ciklus sastoji od sledećih koraka prikazanih u Tabeli 3.4: 
 
Tabela 3.4. Protokol rada Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR sistema 
 Korak  1 Korak  2 Korak  3 Korak  4 
Temperatura°C 50 95 95 60 
Vreme 2 min 10 min 15 sec 1 min 
Koracima 1 i 2 započinje PCR reakcija, a koraci 3 i 4 se ponavljaju 40 puta. 
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Na kraju reakcije, u SDS programu, dobijaju se podaci o amplifikaciji ispitivanih gena u 
funkciji broja ciklusa. Ovi podaci obrađuju se programskim paketom SDS RQ Manager. Pri 
obradi podataka prag (threshold), tj. nivo ΔRn zadat je automatski, a korišćen je za 
izračunavanje Ct vrednosti pomoću pomenutog SDS RQ Manager softvera.  
 
Relativna kvantifikacija genske ekspresije vršena je komparativnom Ct metodom. Ova metoda 
podrazumeva normalizaciju ekspresije ciljnog gena sa endogenom kontrolom, kako za 
kontrolu tako i za uzorak:  
 
ΔCt = (Ct,ciljni gen - Ct,β-aktin) 
 
Zatim se vrši normalizacija tretiranog sa kontrolnim uzorkom: 
 
ΔΔCt = ΔCt tretman - ΔCt kontrola 
 
Koeficijent relativne ekspresije (R) ciljnog gena je izračunat na osnovu sledeće jednačine: 
 
R=2-ΔΔCt 
 
 
3.12. Statistička analiza 
 
 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška srednje vrednosti (SEM). 
Statistička analiza izvršena je analizom varijanse (ANOVA), korišćenjem Duncan’s multiple-
range post hoc parametarskog testa. Za statističku obradu podataka korišćen je programski 
paket „Statistika 8”. 
 
 
 
 
 
 
1) ΔRn predstavlja razliku između Rn (odnos između intenziteta fluorescencije reporterske boje i fluorescencije 
passive reference) i  jačine signala, tj. fluorescencije u početnim ciklusima PCR reakcije kada je promena tog 
signala minimalna.  Presecanje pragovne linije sa dijagramom amplifikacije definiše Ct vrednost, odnosno broj 
ciklusa amplifikacije koji je potreban da uzorak dostigne zadatu vrednost fluorescencije. 
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4. REZULTATI 
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4.1. Efekti 28-dnevne oralne primene atrazina na steroidogenezu u Leydig-
ovim ćelijama peripubertalnih pacova 
 
 
U cilju ispitivanja in vivo efekta atrazina na testikularnu steroidogenzu, mužjaci pacova 
tretirani su po od 23. do 50. dana starosti, atrazinom u dozi od 50 mg/kg i 200 mg/kg telesne 
mase.  
 
 
4.1.1. Nivo hormona u serumu 
 
 
24 h nakon poslednje po-administracije atrazina, određivan je nivo androgena (T+DHT) kao i 
LH u serumu. Kod životinja tretiranih sa većom dozom atrazina registrovano je signifikantno 
smanjenje nivoa androgena (Slika 4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
Takođe, rezultati prikazani na slici 4.1 pokazuju da nakon 28-dnevnog oralnog tretmana ne 
dolazi do statistički značajne promene nivoa LH u serumu, ali ukazuju na tendenciju redukcije 
nivoa LH kod životinja tretiranih sa većom dozom atrazina.  
Slika 4.1. Efekat po-administracije atrazina na nivo androgena i LH u serumu. 
Eksperimentalne životinje su tretirane atrazinom tokom 28 dana, a žrtvovane su 24 h nakon poslednjeg po-
tretmana. Nivo androgena i LH je određen sa RIA. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 26 
replikata dobijenih iz 4 nezavisna eksperimenta, a u svakom eksperimentu serum je dobijen od 5-8 životinja 
po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001 između kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između 
atrazinom tretiranih grupa.  
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4.1.2. Efekti in vivo primene atrazina na ex vivo bazalnu i hCG-stimulisanu produkciju 
progesterona, testosterona i cAMP u Leydig-ovim ćelijama 
 
 
U cilju ispitivanja mogućeg in vivo uticaja atrazina na steroidogenezu u Leydig-ovim 
ćelijama, praćena je ex vivo produkcija progesterona, testosterona i cAMP u bazalnim i hCG-
stimulisanim uslovima.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dobijeni rezultati pokazuju da je in vivo primena atrazina u trajanju od 28 dana prouzrokovala 
dozno zavisno smanjenje produkcije T+DHT u Leydig-ovim ćelijama u odnosu na kontrolu, 
dok je produkcija progesterona ostala nepromenjena u bazalnim uslovima (Sl. 4.2). 
 
Rezultati pokazuju da je in vivo primena atrazina u trajanju od 28 dana prouzrokovala dozno 
zavisno smanjenje produkcije T+DHT u Leydig-ovim ćelijama u odnosu na kontrolu i u hCG-
stimulisanim uslovima (Sl. 4.3). Sa druge strane, kod hCG-stimulisane produkcije 
progesterona postoji tendencija dozno-zavisne inhibicije, koja postaje signifikantna u Leydig-
ovim ćelijama izolovanim iz životinja tretiranih sa većom dozom atrazina (Sl. 4.3). 
 
Slika 4.2. Efekat atrazina na ex vivo bazalnu produkciju testosterona i progesterona u 
Leydig-ovim ćelijama. 
Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u medijumu u 
50-mm petri pločama (2.5x106 LC/ploči) u trajanju od 2 h. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 
12-24 replikata dobijenih iz 4 nezavisna eksperimenta (3-8 replikata po eksperimentu), a u svakom 
eksperimentu LC su dobijene od 4-5 životinja po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001 između kontrolnih i 
atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa.  
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U prisustvu različitih koncentracija hCG došlo je do očekivanog dozno-zavisnog povećanja 
produkcije androgena u Leydig-ovim ćelijama izolovanim i iz kontrolnih i iz atrazinom 
tretiranih životinja. Međutim, rezultati pokazuju da je in vivo primena atrazina prouzrokovala 
dozno-zavisno smanjenje produkcije T+DHT u Leydig-ovim ćelijama izolovanim iz 
atrazinom tretiranih životinja u odnosu na kontrolne vrednosti (Sl. 4.4). 
 
 
 
 
Slika 4.3. Efekat atrazina na hCG-stimulisanu produkciju testosterona i progesterona u 
Leydig-ovim ćelijama u ex vivo uslovima.  
Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u 50-mm petri 
pločama (2.5x106 LC/ploči) u prisustvu 10ng/ml hCG u trajanju od 2 h. Stubići predstavljaju srednju 
vrednost±SEM od 12-24 replikata dobijenih iz 4 nezavisna eksperimenta (3-8 replikata po eksperimentu), a u 
svakom eksperimentu LC su dobijene od 4 - 5 životinja po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001, c= p<0.05 
između kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa.  
Slika 4.4. Efekat po-administracije atrazina na produkciju testosterona u Leydig-ovim 
ćelijama u prisustvu različitih koncentracija hCG.  
Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u mikrotitar 
pločama (50000 LC/velu) u prisustvu različitih koncentracija hCG, tokom 2 h. Stubići predstavljaju srednju 
vrednost±SEM od 24 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta, a u svakom eksperimentu, LC su 
dobijene od 5-8 životinja po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001, b= p<0.01 između kontrolnih i atrazinom 
tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa.  
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Paralelno sa inhibicijom produkcije androgena u Leydig-ovim ćelijama izolovanim iz 
atrazinom-tretiranih životinja, došlo je i do dozno-zavisnog smanjenja ekstracelularnog nivoa 
cAMP, kako u bazalnim, tako i u hCG stimulisanim uslovima (Sl. 4.5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.3. Efekat in vivo primene atrazina na ex vivo produkciju androgena u Leydig-ovim 
ćelijama u prisustvu 22OH-holesterola kao supstrata 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.5. Efekat po-administracije atrazina na ex vivo bazalnu i hCG-stimulisanu 
akumulaciju cAMP u medijumu Leydig-ovih ćelija. 
Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u 50-mm 
petri pločama (2.5x106 LC/ploči) sa i bez prisustva 10ng/ml hCG, u trajanju od 2 h. Nivo cAMP je određen 
ELISA metodom. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 24 replikata dobijenih iz 3 nezavisna 
eksperimenta, a u svakom eksperimentu LC su dobijene od 4-5 životinja po grupi. Signifikantnost: a= 
p<0.001 između kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa.  
Slika 4.6. Efekat po-administracije atrazina na produkciju testosterona u Leydig-ovim 
ćelijama u prisustvu 22-OH holesterola kao supstrata. 
 Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u mikrotitar 
pločama (50000 LC/ploči) u prisustvu različitih koncentracija 22-OH holesterola kao supstrata, tokom 2 h. 
Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 24 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta, a u 
svakom eksperimentu LC su dobijene od 5-8 životinja po grupi.  Signifikantnost: a= p<0.001 između 
kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa  
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U prisustvu 22OH-holesterola kao supstrata, došlo je do očekivanog dozno-zavisnog 
povećanja produkcije T+DHT od strane Leydig-ovih ćelija izolovanih iz kontrolnih i 
atrazinom-tretiranih životinja. Međutim, ovo povećanje u funkciji doze 22OH-holesterola, 
bilo je statistički značajno manje kod Leydig-ovih ćelija izolovanih iz atrazinom-tretiranih 
životinja (Sl. 4.6). 
 
 
4.1.4. Efekat in vivo primene atrazina na produkciju androgena u Leydig-ovim ćelijama 
u prisustvu pregnenolona kao supstrata 
 
 
U prisustvu pregnenolona kao supstrata došlo je do očekivanog dozno-zavisnog povećanja 
produkcije T+DHT u Leydig-ovim ćelijama izolovanim i iz kontrolnih i iz atrazinom-
tretiranih životinja. Odgovor Leydig-ovih ćelija životinja tretiranih atrazinom bio je manji u 
odnosu na kontrolne vrednosti u dozno-zavisnom maniru (Sl. 4.7). Statistički značajno 
smanjenje produkcije T+DHT bilo je posebno izraženo u prisustvu većih koncentracija 
pregnenolona (Sl. 4.7). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.7. Efekat po-administracije atrazina na produkciju testosterona u Leydig-ovim 
ćelijama u prisustvu pregnenolona kao supstrata. 
Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u mikrotitar 
pločama (50000 LC/ploči) u prisustvu različitih koncentracija pregnenolona kao supstrata, tokom 2 h. Stubići 
predstavljaju srednju vrednost±SEM od 24 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta, a u svakom 
eksperimentu LC su dobijene od 5-8 životinja po grupi.  Signifikantnost: a= p<0.001, b= p<0.01, c= p<0.05, 
između kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa. 
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4.1.5. Efekat in vivo primene atrazina na ex vivo produkciju androgena u Leydig-ovim 
ćelijama u prisustvu progesterona kao supstrata 
 
 
Rezultati pokazuju da je primena rastućih koncentracija progesterona kao supstrata na Leydig-
ove ćelije izolovane iz kontrolne i atrazinom-tretirane grupe životinja, dovela do očekivanog 
povećanja produkcije T+DHT u funkciji doze progesterona. Međutim, Leydig-ove ćelije 
izolovane iz testisa  atrazinom tretiranih životinja pokazale su značajno smanjenje produkcije 
T+DHT u odnosu na kontrolne vrednosti (Sl. 4.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.6. Efekat in vivo primene atrazina na ex vivo produkciju androgena u Leydig-ovim 
ćelijama u prisustvu androstendiona kao supstrata 
 
 
Inkubacija Leydig-ovih ćelija u prisustvu rastućih koncentracija androstendiona kao supstrata 
dovela je do dozno-zavisnog povećanja produkcije T+DHT u ćelijama izolovanim iz 
kontrolnih i tretiranih životinja. Rezultati pokazuju da su Leydig-ove ćelije tretiranih životinja 
pokazale manji odgovor u odnosu na kontrolne vrednosti u prisustvu manjih koncentracija 
androstendiona. Naime, produkcija androgena u prisustvu koncentracija androstendiona do    
Slika 4.8. Efekat po-administracije atrazina na produkciju testosterona u Leydig-ovim 
ćelijama u prisustvu progesterona kao supstrata. 
 Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u mikrotitar 
pločama (50000 LC/ploči) u prisustvu različitih koncentracija progesterona kao supstrata, tokom 2 h. Stubići 
predstavljaju srednju vrednost±SEM od 24 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta, a iz svakog 
eksperimenta LC su dobijene od 5-8 životinja po grupi.  Signifikantnost: a= p<0.001 između kontrolnih i 
atrazinom tretiranih životinja. 
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5 µM, bila je u Leydig-ovim ćelijama tretiranih životinja signifikantno manja (p<0.001) u 
odnosu na kontrolu. Međutim, u prisustvu saturacionih koncentracija androstendiona (50 
µM), atrazin nije izazvao inhibiciju produkcije T+DHT (Sl. 4.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.7. Efekat atrazina na ex vivo konverziju 22OH-holesterola u progesteron i 
testosteron u Leydig-ovim ćelijama kontrolnih i atrazinom-tretiranih životinja 
 
 
Ispitivanjem aktivnosti različitih steroidogenih enzima, zapaženo je da su Leydig-ove ćelije 
izolovane iz atrazinom-tretiranih životinja pokazale statistički značajnu inhibiciju produkcije 
testosterona u prisustvu 22OH-holesterola kao supstrata (Sl. 4.6). Dodatno, da bi se ispitao 
efekat atrazina na 22OH-holesterolom-potpomognutu produkciju progesterona, Leydig-ove 
ćelije izolovane iz kontrolnih i atrazinom-tretiranih životinja inkubirane su u prisustvu 22OH-
holesterola (1 µM i 50 µM) u trajanju od 2 h. Rezultati pokazuju da se produkcija 
progesterona ne menja u prisustvu 22OH-holesterola kao steroidnog supstrata, dok je 
produkciju androgena smanjena kod Leydig-ovih ćelija izolovanih iz atrazinom-tretiranih 
životinja u odnosu na kontrolne vrednosti (Sl. 4.10.). 
Slika 4.9. Efekat po-administracije atrazina na produkciju testosterona u Leydig-ovim 
ćelijama u prisustvu androstendiona kao supstrata. 
Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u mikrotitar 
pločama (50000 LC/ploči) u prisustvu različitih koncentracija androstendiona kao supstrata, tokom 2 h. 
Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 24 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta, a iz 
svakog eksperimenta LC su dobijene od 5-8 životinja po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001 između 
kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa.  
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4.1.8. Efekat in vivo primene atrazina na ekspresiju gena odgovornih za proces 
steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama peripubertalnih pacova 
 
U cilju ispitivanja uticaja oralne aplikacije atrazina u trajanju od 28 dana, na ekspresiju gena 
za steroidogene enzime, StAR protein i druge regulatorne proteine koji učestvuju u cAMP-
signalnom putu kontrole steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama, ćelije (2.5 x 106 LC/petri 
ploči) kontrolnih i atrazinom-tretiranih životinja sađene su u petri ploče i inkubirane u 
prisustvu 10 ng/ml hCG.  
 
Dobijeni rezultati pokazuju da je došlo do statistički značajnog smanjenja ekspresije gena za 
LHR, i to 45% kod životinja tretiranih atrazinom u dozi od 50 mg/kg i 72% kod životinja 
tretiranih atrazinom u dozi od 200 mg/kg u odnosu na kontrolne vrednosti. Takođe, dozno-
zavisno smanjenje primećeno je i u slučaju ekspresije gena za SR-B1, proteina uključenog u 
transport holesterola kroz plazma membranu, i to 23% kod životinja tretiranih atrazinom u 
Slika 4.10. Efekat atrazina na ex vivo konverziju 22OH-holesterola (1µM i 50µM) u 
progesteron i testosteron u Leydig-ovim ćelijama kontrolnih i atrazinom-tretiranih životinja. 
Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u 50-mm petri 
pločama (1x106 LC/ploči) u prisustvu 22OH-holesterola (1µM i 50µM) kao supstrata, u trajanju od 2 h. 
Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 9-18 replikata (3-6 replikata po eksperimentu) dobijenih iz 3 
nezavisna eksperimenta, a iz svakog eksperimenta LC su dobijene od 5 životinja po grupi. Signifikantnost: a= 
p<0.001, b= p<0.01, c= p<0.05 između kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između 
atrazinom tretiranih grupa.  
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dozi od 50 mg/kg i 64% kod životinja tretiranih atrazinom u dozi od 200 mg/kg. Dobijeni 
rezultati su pokazali da je ekspresija gena uključenih u transport holesterola do unutrašnje 
mitohondrijalne membrane, signifikantno redukovana u Leydig-ovim ćelijama atrazinom-
tretiranih životinja. Ekspesija gena za StAR bila je smanjena kod obe grupe tretiranih 
životinja, 47% kod životinja tretiranih atrazinom u dozi od 50 mg/kg i 66% kod životinja 
tretiranih atrazinom u dozi od 200 mg/kg. U slučaju TSPO, smanjena ekspresija za 74% 
primećena je samo u grupi životinja tretiranih većom dozom atrazina. Rezultati pokazuju da je 
kod obe grupe životinja tretiranih atrazinom došlo do statistički značajnog smanjenja 
ekspresije gena za SF-1, 47% kod životinja tretiranih manjom, odnosno 66% kod životinja 
tretiranih većom dozom atrazina (Sl. 4.11). 
 
Takođe, u radu je ispitana i ekspresija cAMP-specifične forme fosfodiesteraze, PDE4B koja 
se ekspresuje u Leydig-ovim i Sertolijevim ćelijama. Pokazano je da su obe doze atrazina 
imale sličnu efikasnost u redukciji ekspresije gena za PDE4B, 51% kod životinja tretiranih 
manjom, odnosno 59% kod životinja tretiranih većom dozom atrazina (Sl. 4.11). 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.11. Efekat in vivo primene atrazina na ekspresiju gena za LHR, SR-B1, StAR, TSPO, 
SF-1 i PDE4B u Leydig-ovim ćelijama. 
Ukupna RNK izolovana je iz purifikovanih LC kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom, inkubiranih u 50-
mm petri pločama (2.5x106 LC/ploči) u prisustvu 10ng/ml hCG, u trajanju od 2 h. RT-QPCR urađen je 
upotrebom SYBR Green tehnologije u prisustvu specifičnih prajmera. Izračunavanje nivoa relativne ekspresije 
ciljnog gena vršena je na osnovu ΔΔCt metode, β-aktin korišćen je kao endogena kontrola. Stubići 
predstavljaju srednju vrednost±SEM iz 3 nezavisna eksperimenta, a iz svakog eksperimenta LC su dobijene od 
5-8 životinja po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001, b= p<0.01, c= p<0.05 između kontrolnih i atrazinom 
tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa. 
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Ispitivanjem efekta atrazina na ekspresiju steroidogenih enzima, pokazano je da u slučaju 
3βHSD, enzima koji katališe konverziju pregnenolona u progesteron, nije bilo promene u 
ekspresiji gena u odnosu na kontrolu. Međutim, obe doze atrazina bile su efikasne u redukciji 
ekspresije gena za enzime CYP17A1 i 17βHSD. Ekspresija CYP17A1 bila je inhibisana za 
53% kod životinja tretiranih atrazinom u dozi od 50 mg/kg i 81% kod životinja tretiranih 
atrazinom u dozi od 200 mg/kg, a ekspresija 17βHSD za 54% kod životinja tretiranih 
manjom, odnosno 68% kod životinja tretiranih većom dozom atrazina (Sl. 4.12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.9. Efekat in vivo primene atrazina na težinu androgen-zavisnih organa i telesnu 
masu 
 
 
Kao što je prikazano u tabeli 4.1. atrazin prouzrokuje smanjenje mase androgen zavisnih 
organa. Naime, tretman sa atrazinom statistički značajno redukuje relativnu masu testisa, 
semenih vezikula, kao i ventralne prostate u dozno-zavisnom maniru. Takođe, redukovana je i 
masa dorzalne prostate kod životinja tretiranih atrazinom u dozi od 200 mg/kg. Dodatno, 
rezultati pokazuju povećanje mase adrenalnih žlezda kod  životinja tretiranih sa obe doze 
atrazina. 
Slika 4.12. Efekat in vivo primene atrazina na ekspresiju gena za 3βHSD, CYP17A1 i 17βHSD 
u Leydig-ovim ćelijama. 
Ukupna RNK izolovana je iz purifikovanih LC kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom inkubiranih u 50-mm 
petri pločama (2.5x106 LC/ploči) u prisustvu 10ng/ml hCG, u trajanju od 2 h. RT-QPCR urađen je upotrebom 
SYBR Green tehnologije u prisustvu specifičnih prajmera. Izračunavanje nivoa relativne ekspresije ciljnog 
gena vršena je na osnovu ΔΔCt metode, β-aktin korišćen je kao endogena kontrola. Stubići predstavljaju 
srednju vrednost±SEM iz 3 nezavisna eksperimenta, a iz svakog eksperimenta LC su dobijene od 5-8 životinja 
po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001, b= p<0.01, c= p<0.05 između kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, 
d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa.  
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Merenjem telesne mase kako kontrolnih tako i atrazinom tretiranih životinja, svaki drugi dan 
od početka tretmana (od 23. do 51.dana starosti) pokazano je da je došlo do statistički 
značajnog smanjenja telesne mase kod životinja koje su primale veću dozu atrazina počevši 
od 27. dana starosti pa sve do kraja tretmana, kao i 24 h nakon poslednje oralne aplikacije 
atrazina (Sl. 4.13). 
 
Tabela 4.1. Efekat in vivo primene atrazina na težinu androgen-zavisnih organa 
 
Tretman 
Testis 
(mg/100g tm1) 
Semene vezikule
(mg/100g tm) 
Ventralna prostata
(mg/100g tm) 
Dorzalna prostata 
(mg/100g tm) 
Adrenalne žlezde
(mg/100g tm) 
Kontrola 483,69±6,92 
 
33,31±2,01 
 
51,63±4,92 
 
21,31±1,77 
 
12,73±1,3 
 
50mg/kg 445,25±10,6a 
 
23,36±1,33 c 
 
40,17±2,66 a 
 
18,47±1,62 
 
19,96±1,56 b 
 
200mg/kg 
 
433,43±16,02b
 
13,22±0,84 c,d 
 
33,98±2,86 b 
 
13,53±1,2 c,d 
 
24,75±2,39 c 
 
Brojevi predstavljaju ± SEM od 2 nezavisna eksperimenta (8 životinja po eksperimentu). 1  -
telesne mase. Signifikantnost: a= p < 0.05, b = p < 0.01, c = p < 0.001 između kontrole i 
atrazinom tretiranih životinja, i d=- p < 0.05  između atrazinom tretiranih grupa životinja.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.13. Efekat po-administracije atrazina na telesnu masu tokom i 24 h posle tretmana. 
Eksperimentalne životinje su tretirane atrazinom tokom 28 dana, a žrtvovane su 24 h  nakon poslednjeg 
tretmana. Telesne mase merene su svaki drugi dan počev od 23. do 51. dana starosti. Kružići predstavljaju 
srednju vrednost±SEM od 43 životinje, iz 8 nezavisnih eksperimenta, a u svakom eksperimentu bilo je od 4-8 
životinja po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001, b = p < 0.01, c = p < 0.001 između kontrole i atrazinom 
tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa.  
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4.2. Efekat in vitro primene atrazina na steroidogenezu u Leydig-ovim 
ćelijama peripubertalnih pacova 
 
U cilju ispitivanja direktnog in vitro efekta atrazina na steroidogenezu u Leydig-ovim 
ćelijama korišćene su peripubertalne životinje starosti 51 dan. Nakon žrtvovanja, testisi su 
izdvojeni, dekapsulirani, Leydig-ove ćelije su purifikovane i inkubirane u prisustvu različitih 
koncentracija atrazina u trajanju od 24 h. Rezultati MTT testa pokazali su da ispitivane doze 
atrazina nisu ispoljile citotoksičnost na nivou Leydig-ovih ćelija nakon 
dvadesetčetvoročasovnog tretmana sa ovim herbicidom. Nakon toga vršena je dvočasovna 
stimulacija sa različitim koncentracijama hCG-a ili sa steroidnim supstratima u prisustvu 
odgovarajućih doza atrazina.  Nakon tretmana meren je nivo progesterona i testosterona, kao i 
cAMP. Takođe, u in vitro eksperimentima praćena je ekspresija gena odgovornih za proces 
steroidogeneze kod kontrolnih i atrazinom tretiranih ćelija.   
 
 
4.2.1. Efekat in vitro primene atrazina na bazalnu i hCG-stimulisanu produkciju 
progesterona, testosterona i cAMP u Leydig-ovim ćelijama 
 
Leydig-ove ćelije su inkubirane u prisustvu različitih koncentracija atrazina u trajanju od 24 h. 
Dobijeni rezultati pokazuju da atrazin utiče na povećanje bazalne produkcije testosterona i da 
je povećanje dozno-zavisno u odnosu na kontrolne vrednosti. Sa druge strane, bazalna  
produkcija progesterona ima bifazni efekat, stimulisana je pri manjim dozama, a inhibirana u 
prisustvu većih doza atrazina (Sl. 4.14). 
 
 
 
 
 
Slika 4.14. Efekat in vitro primene atrazina na bazalnu produkciju progesterona i testosterona 
nakon 24 h inkubacije Leydig-ovih ćelija 
Purifikovane LC dobijene od životinja starih 51. dan, inkubirane su u 50-mm petri pločama (1 x106 ćelija/petri 
ploči) u prisustvu različitih koncentracija atrazina tokom 24 h. Nivo androgena i progesterona je određena RIA 
metodom. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 28-60 replikata dobijenih iz 4 nezavisna 
eksperimenta (7-15 replikata po eksperimentu), a iz svakog eksperimenta LC su dobijene od 8 životinja.  
Signifikantnost:  * p<0.05  između atrazinom tretiranih ćelija i kontrole.  
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U cilju ispitivanja hCG-stimulisane produkcije progesterona i testosterona, Leydig-ove ćelije 
inkubirane su u prisustvu različitih koncentracija atrazina u trajanju od 24 h. Nakon toga 
vršena je dvočasovna stimulacija različitim koncentracijama hCG-a u prisustvu odgovarajućih 
doza atrazina. U inkubacionom medijumu ovih ploča nakon tretmana meren je nivo navedenih 
hormona. 
 
 
 
 
Slika 4.15. Efekat in vitro primene atrazina na produkciju progesterona i testosterona u 
prisustvu različitih koncentracija hCG. 
Purifikovane LC dobijene od životinja starih 51. dan, inkubirane su u 50-mm petri pločama (1 x106 
ćelija/petri ploči) u prisustvu različitih koncentracija atrazina tokom 24 h, a nakon toga 2 h u prisustvu 
atrazina i hCG. Nivo androgena i progesterona je određena RIA metodom. Stubići predstavljaju srednju 
vrednost±SEM od 9 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta (3 replikata po eksperimentu), a iz 
svakog eksperimenta LC su dobijene od 8 životinja.  Signifikantnost:  * p<0.05  između atrazinom tretiranih 
ćelija i kontrole.  
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Dobijeni rezultati pokazuju da atrazin utiče na povećanje produkcije testosterona i da je 
povećanje dozno-zavisno u odnosu na kontrolne vrednosti nakon dvadesetčetvoročasovnog 
izlaganja atrazinu i dodatnog dvočasovnog izlaganja atrazinu i različitim koncentracijama 
hCG. Sa druge strane, hCG-stimulisana produkcija progesterona je bila inhibisana u prisustvu 
većih doza atrazina, pri svim ispitivanim koncentarcijama hCG (Sl. 4.15.).  
 
Merenje nivoa ekstracelularnog cAMP u medijum nakon 24-časovnog tretmana atrazinom, 
ukazuje na dozno-zavisno povećanje cAMP u inkubacionom medijumu kod atrazinom 
tretiranih ćelija u odnosu na kontrolu. Merenjem nivoa cAMP u medijumu nakon dodatne 
dvočasovne stimulacije sa hCG 10 ng/ml i odgovarajućom dozom atrazina ukazuju na 
značajno povećanje cAMP pri koncentraciji atrazina od 20 μM, u odnosu na kontrolne 
vrednosti (Sl. 4.16.).  
 
 
 
 
 
 
 
U cilju bližeg definisanja mesta delovanja atrazina u okviru cAMP-zavisnog signalnog puta, 
postavljen je eksperiment sa inhibitorom PKA (H89). Nakon 24-časovnog tretmana sa 20 μM 
atrazina, ćelije su tokom naredna 2 h tretirane istom dozom atrazina samostalno ili u 
kombinaciji sa 10 μM H89, u prisustvu saturacione doze hCG (10 ng/ml). Paralelno je rađena 
i inkubacija kontrolnih ćelija u prisustvu hCG ili H89, samostalno ili u kombinaciji. Merenje 
Slika 4.16. Efekat in vitro primene atrazina na bazalnu i hCG-stimulisanu akumulaciju 
cAMP u medijumu Leydig-ovih ćelija. 
Purifikovane LC dobijene od životinja starih 51. dan, inkubirane su u 50-mm petri pločama (1 x106 ćelija/ 
ploči) u prisustvu različitih koncentracija atrazina tokom 24 h, a nakon toga 2 h u prisustvu atrazina i 10 
ng/ml hCG. Nivo cAMP je određena EIA metodom. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 22 
replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta (6-8 replikata po eksperimentu), a iz svakog eksperimenta 
LC su dobijene od 8 životinja.  Signifikantnost:  * p<0.05  između atrazinom tretiranih ćelija i kontrole.  
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nivoa cAMP u medijumu ukazalo je na očekivano povećanje cAMP u inkubacionom 
medijumu kod atrazinom tretiranih ćelija, kao i kod ćelija tretiranih sa kombinacijom atrazina 
i inhibitora PKA, u odnosu na kontrolne vrednosti. Takođe, inkubacija ćelija u prisustvu 
atrazina i hCG dovela je do značajnog povećanja testosterona u odnosu na kontrolne vrednosti 
(Sl. 4.17), kao i u prethodnim eksperimentima (Sl.4.15). Tretman Leydig-ovih ćelija sa 10 μM 
H89 u prisustvu hCG doveo je do očekivanog smanjenja produkcije testosterona u odnosu na 
ćelije tretirane samo sa hCG. H89 je sprečio atrazinom-indukovano povećanje produkcije 
testosterona, a vrednost nije bila statistički različita u odnosu na produkciju kod ćelija 
tretiranih sa H89 u prisustvu hCG (Sl. 4.17).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.2. Efekat in vitro primene atrazina na ekspresiju gena odgovornih za proces 
steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama peripubertalnih pacova 
 
 
Da bi se ispitao direktan uticaj atrazina na ekspresiju gena za steroidogene enzime, StAR 
protein i druge regulatorne proteine koji učestvuju u cAMP-signalnom putu kontrole 
steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama, ukupna RNK je izolovana iz Leydig-ovih ćelija koje 
Slika 4.17. Efekat inhibitora PKA (H89) na atrazin-stimulisanu produkciju cAMP i 
testosterona u Leydig-ovim ćelijama u prisustvu 10ng/ml hCG. 
Purifikovane LC dobijene od životinja starih 51. dan, inkubirane su u 50-mm petri pločama (1 x106 
ćelija/ploči) u prisustvu 20μM atrazina tokom 24 h, a nakon toga 2 h u prisustvu 20μM atrazina ili  
10μM H89 samostalno ili u kombinaciji, u prisustvu 10ng/ml hCG. Nivo T+DHT je određen RIA 
metodom. Nivo cAMP je određena EIA metodom. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 5 
replikata po eksperimentu. LC su dobijene od 12 životinja. Signifikantnost: * p<0.05  između tretiranih 
ćelija i kontrole (Duncan test); Δ p<0.05  između tretiranih ćelija i kontrole (Mann-Whitney test). 
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su sađene u koncentraciji od 2.5 x 106 LC/petri ploči i tretirane sa određenim koncentracijom 
atrazina tokom 24 h, a zatim sa atrazinom i hCG (10 ng/ml) naredna dva sata.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dobijeni rezultati pokazuju da je u prisustvu obe doze atrazina došlo do statistički značajnog 
povećanja ekspresije gena za SF-1, 141% u Leydig-ovim ćelijama tretiranim atrazinom u dozi 
od 1 μM i 191% u Leydig-ovim ćelijama tretiranim atrazinom u dozi od 20 μM. Ekspesija 
gena za StAR, proteina uključenog u transport holesterola do unutrašnje mitohondrijalne 
membrane, bila je značajno povećana samo pri većoj dozi atrazina (Sl. 4.18.).  
 
Međutim, ekspresija gena za LHR, kao i ekspresija gena uključenih u transport holesterola: 
SR-B1 i TSPO nije bila promenjena nakon tretmana Leydig-ovih ćelija sa atrazinom, kao ni 
ekspresija gena za PDE4B (Sl. 4.18.).  
Slika 4.18. Efekat in vitro primene atrazina na ekspresiju gena za LHR, SR-B1, StAR, TSPO, 
SF-1 i PDE4B u Leydig-ovim ćelijama. 
Ukupna RNK izolovana je iz purifikovanih LC dobijenih od životinja starih 51.dan. LC sađene su u 50-mm 
petri pločama (2.5x106 LC/ploči), tretirane su sa dve doze atrazina (1μM i 20μM) 24 h, a nakon toga 2 h u 
prisustvu atrazina i 10ng/ml hCG. RT-QPCR urađen je upotrebom SYBR Green tehnologije u prisustvu 
specifičnih prajmera. Izračunavanje nivoa relativne ekspresije ciljnog gena vršena je na osnovu ΔΔCt metode, 
β-aktin korišćen je kao endogena kontrola. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM iz 3 nezavisna 
eksperimenta. Signifikantnost: * p < 0.05 između atrazinom tretiranih ćelija i kontrole 
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Nasuprot tome, veća doza atrazina bila je efikasna u indukciji gena za enzim CYP17A1, koji 
katališe konverziju progesterona u androstendion, i to 247% u odnosu na kontrolne vrednosti. 
Dalja konverzija androstendiona u testosteron katalisana je enzimom 17βHSD čija je 
ekspresija bila povećana 153% samo pri dozi atrazina od 20 μM. U slučaju 3βHSD, enzima 
koji katališe konverziju pregnenolona u progesteron, nije bilo promene u ekspresiji gena u 
odnosu na kontrolu (Sl. 4.19). Dodatno je ispitana i ekspresija gena za CYP19A1, enzima koji 
katališe konverziju androgena u estrogene, obzirom da je u mnogim radovima pokazan efekat 
atrazina na ovaj enzim. Dobijeni rezultati ukazali su da je ekspresija ovog enzima ostala 
nepromenjena nakon direktnog 24-časovnog tretmana sa atrazinom i dodatne stimulacije sa 
hCG (rezultati nisu prikazani). 
 
 
4.2.3. Efekat in vitro primene atrazina na produkciju androgena u Leydig-ovim ćelijama 
u prisustvu progesterona kao supstrata 
 
Rezultati genske ekspresije pokazali su da se ekspresija gena za CYP17A1 povećava 2.5 puta 
u odnosu na kontrolu. Stoga je praćen uticaj atrazina na konverziju progesterona u testosteron, 
kao pokazatelja aktivnosti ovog enzima.  
Slika 4.19. Efekat in vitro primene atrazina na ekspresiju gena za steroidogene enzime 
3βHSD, CYP17A1 i 17βHSD u Leydig-ovim ćelijama. 
Ukupna RNK izolovana je iz purifikovanih LC dobijenih od životinja starih 51.dan. LC su sađene u 50-
mm petri pločama (2.5x106 LC/ploči), tretirane su sa dve doze atrazina (1μM i 20μM) 24 h, a nakon toga 
2 h u prisustvu atrazina i 10ng/ml hCG. RT-QPCR urađen je upotrebom SYBR Green tehnologije u 
prisustvu specifičnih prajmera. Izračunavanje nivoa relativne ekspresije ciljnog gena vršena je na osnovu 
ΔΔCt metode, β-aktin korišćen je kao endogena kontrola. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM iz 
3 nezavisna eksperimenta. Signifikantnost: * p < 0.05 između atrazinom tretiranih ćelija i kontrole. 
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Da bi se ispitao efekat atrazina na progesteronom-potpomognutu produkciju testosterona, 
Leydig-ove ćelije inkubirane su najpre u prisustvu različitih koncentracija atrazina u trajanju 
od 24 h. Tretman je nastavljen dvočasovnom inkubacijom ćelija sa odgovarajućom 
koncentracijom atrazina i različitim koncentracijama progesterona. Rezultati pokazuju da 
atrazin izaziva povećanje produkcije testosterona u prisustvu progesterona kao supstrata, pri 
čemu je dozna-zavisnost izraženija u prisustvu nižih koncentracija progesterona (Sl. 4.20.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.4. Efekat in vitro primene atrazina na produkciju androgena u Leydig-ovim ćelijama 
u prisustvu androstendiona kao supstrata 
 
 
Da bi se ispitao efekat atrazina na aktivnost 17βHSD praćena je konverzija  androstendiona u 
testosteron. Leydig-ove ćelije inkubirane su najpre u prisustvu različitih koncentracija atrazina 
u trajanju od 24 h. Tretman je nastavljen dvočasovnom inkubacijom ćelija sa odgovarajućom 
koncentracijom atrazina i različitim koncentracijama androstendiona. Pri manjoj koncentraciji 
androstendiona uočava se povećana produkcija testosterona pri dozi atrazina od 1 μM i 20 
μM, dok je pri većim koncentracijama androstendiona stimulacija produkcije testosterona 
statistički značajna samo pri tretmanu Leydig-ovih ćelija sa 20 μM atrazinom (Sl. 4.21.). 
Slika 4.20. Efekat in vitro primene atrazina na produkciju testosterona u prisustvu progesterona 
kao supstrata 
Purifikovane LC dobijene od životinja starih 51. dan, inkubirane su u 50-mm petri pločama (1 x106 ćelija/petri 
ploči) u prisustvu različitih koncentracija atrazina tokom 24 h, a nakon toga 2 h u prisustvu atrazina i različitih 
koncentracija progesterona kao supstrata. Nivo androgena je određen RIA metodom. Stubići predstavljaju 
srednju vrednost±SEM od 9 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta (3 replikata po eksperimentu), a iz 
svakog eksperimenta LC su dobijene od 8 životinja.  Signifikantnost:  * p<0.05  između atrazinom tretiranih 
ćelija i kontrole. 
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Dakle, rezultati pokazuju da atrazin izaziva povećanje produkcije testosterona u prisustvu 
androstendiona kao supstrata, pri čemu je povećanje koncentracije testosterona manje 
izraženo nego u prisustvu progesterona kao supstrata. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.21. Efekat in vitro primene atrazina na produkciju testosterona u prisustvu 
androstendiona kao supstrata 
Purifikovane LC dobijene od životinja starih 51. dan, inkubirane su u 50-mm petri pločama (1 x106 ćelija/petri 
ploči) u prisustvu različitih koncentracija atrazina tokom 24 h, a nakon toga 2 h u prisustvu atrazina i različitih 
koncentracija androstendiona kao supstrata. Nivo androgena je određen RIA metodom. Stubići predstavljaju 
srednju vrednost±SEM od 9 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta (3 replikata po eksperimentu), a 
iz svakog eksperimenta LC su dobijene od 8 životinja.  Signifikantnost:  * p<0.05  između atrazinom tretiranih 
ćelija i kontrole. 
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4.3. Efekat jednokratne in vivo primene atrazina na steroidogenezu u 
Leydig-ovim ćelijama peripubertalnih pacova 
 
 
Kako su rezultati in vitro analize pokazali da atrazin posle dvadesetčetvoročasovnog tretmana 
stimuliše testikularnu steroidogenezu, a sa druge strane, prolongirani 28-dnevni in vivo 
tretman atrazinom izaziva suprotan efekat, odnosno inhibiciju androgeneze u Leydig-ovim 
ćelijama, postavljen je in vivo eksperiment u trajanju od 24 h. 
 
U cilju ispitivanja kratkotrajnog in vivo efekta atrazina, mužjaci pacova tretirani su po 50. 
dana starosti, atrazinom u dozi od 50 mg/kg i 200 mg/kg telesne mase. Životinje su žrtvovane 
24 h nakon jednokratnog tretmana. Leydig-ove ćelije su purifikovane, i praćena je ex vivo 
produkcija testosterona i cAMP u bazalnim i hCG-stimulisanim uslovima, kao i ekspresija 
gena za steroidogene enzime, StAR protein i druge regulatorne proteine koji učestvuju u 
cAMP-signalnom putu kontrole steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama. Leydig-ove ćelije su 
sađene u koncentraciji od 2.5 x 106 LC/petri ploči i stimulisane sa hCG (10 ng/ml) u trajanju 
od dva sata.  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.22. Efekat jednokratne primene atrazina na ex vivo bazalnu i hCG-stimulisanu 
produkciju testosterona u Leydig-ovim ćelijama. 
 Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane sa ili bez 
prisustva 10ng/ml hCG u 50-mm petri pločama (2.5x106 LC/petri ploči) u trajanju od 2 h. Nivo androgena je 
određen RIA metodom. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 16 replikata dobijenih iz 3 nezavisna 
eksperimenta (4-8 replikata po eksperimentu), a iz svakog eksperimenta LC su dobijene od 4-5 životinja po 
grupi. Signifikantnost: * p<0.05 između kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja.  
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Dobijeni rezultati pokazuju da je jednokratna in vivo primena veće doze atrazina 
prouzrokovala značajno povećanje ex vivo produkcije testosterona u Leydig-ovim ćelijama 
kako u bazalnim, tako i u hCG-stimulisanim uslovima u odnosu na kontrolu (Sl. 4.22.). 
Paralelno sa stimulisanom produkcijom androgena u Leydig-ovim ćelijama izolovanim iz 
atrazinom-tretiranih životinja, došlo je i do povećanja ekstracelularnog nivoa cAMP, kako u 
bazalnim, tako i u hCG stimulisanim uslovima. (Sl. 4.23). 
 
Rezultati RT-QPCR analize pokazali su da nije došlo do promene u ekspresiji gena za LHR, 
SF-1, kao i gena uključenih u transport holesterola: SR-B1, StAR i TSPO nakon jednokratnog 
in vivo tretmana Leydig-ovih ćelija atrazinom. U radu je bila analizirana i ekspresija gena za 
PDE4B, CYP19A1, kao i 3βHSD, CYP17A1 i 17βHSD i rezultati su ukazali na odsustvo 
promena u odnosu na kontrolne vrednosti (rezultati nisu prikazani). 
Slika 4.23. Efekat jednokratne primene atrazina na ex vivo bazalnu i hCG-stimulisanu 
akumulaciju cAMP u medijumu Leydig-ovih ćelija. 
Purifikovane LC su izolovane iz testisa kontrolnih i životinja tretiranih atrazinom i inkubirane u 50-mm petri 
pločama (2.5x106 LC/ploči) sa i bez prisustva 10ng/ml hCG, u trajanju od 2 h. Nivo cAMP je određen ELISA 
metodom. Stubići predstavljaju srednju vrednost±SEM od 24 replikata dobijenih iz 3 nezavisna eksperimenta, 
a iz svakog eksperimenta LC su dobijene od 4-5 životinja po grupi. Signifikantnost: a= p<0.001 između 
kontrolnih i atrazinom tretiranih životinja, d= p<0.05 između atrazinom tretiranih grupa životinja.  
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5. DISKUSIJA 
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5.1. Efekat  28-dnevne in vivo primene atrazina na steroidogenezu u Leydig-
ovim ćelijama peripubertalnih pacova 
 
 
I pored brojnih literaturnih podataka o smanjenju nivoa testosterona u serumu peripubertalnih 
mužjaka pacova nakon in vivo primene atrazina (Friedmann, 2002; Stoker i sar., 2000; 
Trentacoste i sar., 2001; Rosenberg i sar., 2008), ne mogu se pretpostaviti mogući mehanizmi 
inhibitornog delovanja ovog herbicida. Stoga je jedan deo ove doktorske disertacije bio 
usmeren na moguće efekte 28-dnevne in vivo primene atrazina na ekspresiju gena za 
steroidogene enzime u Leydig-ovim ćelijama, kao i na cAMP-signalni put kontrole 
steroidogeneze. 
 
Nakon in vivo tretmana atrazinom, izolovane su Leydig-ove ćelije i izmerena je ex vivo 
produkcija progesterona i testosterona nakon dva časa inkubacije u bazalnim i hCG-
stimulisanim uslovima, nivo cAMP u medijumu, praćena je steroidogena aktivnost Leydig-
ovih ćelija u prisustvu različitih steroidogenih supstrata, kao i ekspresija gena za steroidogene 
enzime i druge regulatorne proteine odgovorne za proces steroidogeneze.  
 
Steroidogeneza u Leydig-ovim ćelijama primarno je regulisana interakcijom gonadotropnog 
hormona LH sa svojim receptorom, LHR, što indukuje aktivaciju G proteina koji u sledećem 
koraku, stimuliše adenilil ciklazu (AC). Povećava se nivo intracelularnog cAMP i aktivira se 
protein kinaza A (PKA). Iako postoje brojni drugi, cAMP-nezavisni signalni putevi uključeni 
u proces regulacije steroidogeneze, cAMP/PKA signalni put je bez sumnje najvažniji put 
regulacije steroidogeneze (Manna i sar., 2006, 2007). Biosinteza testosterona zavisi kako od 
akutne tako i od hronične stimulacije Leydig-ovih ćelija od strane LH (Stocco i sar., 2005).  
Akutni odgovor počinje mobilizacijom i dostavljanjem holesterola, potrebnog za biosintezu 
svih steroidnih hormona, sa spoljašnje do unutrašnje mitohondrijalne membrane, gde se 
metabolizuje do pregnenolona (uz učešće enzima P450scc) (Stocco i sar., 2005). Pod 
hroničnim odgovorom se podrazumeva povećana transkripcija/translacija gena, i to u prvom 
redu steroidogenih enzima koji su potrebni za biosintezu testosterona od holesterola.  
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Rezultati naših istraživanja pokazuju da 28-dnevna primena atrazina tokom prepubertalnog 
perioda razvoja mužjaka pacova dovodi do statistički značajnog smanjenja ekspresije brojnih 
gena odgovornih za proces steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama, dozno-zavisnog 
smanjenja nivoa cAMP i snažne inhibicije androgeneze u prisustvu hCG ali i ostalih 
steroidnih supstrata. Transkripcija gena za LHR u Leydig-ovim ćelijama atrazinom-tretiranih 
životinja značajno je smanjena u dozno-zavisnom maniru što bi mogao biti razlog za 
redukciju nivoa cAMP. Sa druge strane, poznato je da cAMP/PKA put stimuliše ekspresiju 
gena za StAR protein (Rao i sar., 2003; Stocco i sar., 2005), SR-B1 (Azhar i Reaven, 2002; 
Rao i sar., 2003) i SF-1 (Lehmann i sar., 2005; Urs i sar., 2007). Naši rezultati koji ukazuju na 
smanjenje ekspresije gena za StAR protein, SR-B1 i SF-1 u okruženju smanjenog nivoa 
cAMP u Leydig-ovim ćelijama atrazinom-tretiranih životinja, potvrda su takvih odnosa. 
Dakle, može se pretpostaviti da smanjena koncentracija cAMP dovodi do smanjene ekspresije 
datih gena. Osim toga, poznato je da SF-1 kontroliše ekspresiju gena odgovornih za proces 
steroidogeneze, uključujući gen za CYP17A1 (Li i sar., 2007; Sewer i Jagarlapudi, 2009), 
StAR, CYP11A1 (Suzawa i Ingraham, 2008) i SR-B1 (Azhar i Reaven, 2002). Rezultati 
dobijeni u ovom radu pokazali su dozno-zavisno smanjenje ekspresije pomenutih gena: 
CYP17A1, StAR i SR-B1 kod pacova izloženih uticaju atrazina, izuzev za CYP11A1 čija 
ekpresija nije praćena tokom ovih istraživanja. Međutim, kada su Leydig-ove ćelije izolovane 
iz kontrolnih i atrazinom-tretiranih životinja inkubirane u prisustvu 22OH-holesterola kao 
supstrata, pokazano je da se produkcija progesterona ne menja, dok je produkciju androgena 
značajno smanjena kod Leydig-ovih ćelija izolovanih iz atrazinom-tretiranih životinja u 
odnosu na kontrolne vrednosti. Rezultati o nepromenjom nivou progesterona nakon 
inkubacije Leydig-ovih ćelija sa 22OH-holesterolom ukazuju na odsustvo efekta atrazina na 
aktivnost enzima 3βHSD i CYP11A1. Moglo bi se pretpostaviti da atrazin ne utiče ni na 
ekspresiju gena za ove enzime, a rezultati o nepromenjenoj ekspresiji gena za 3βHSD 
potvrđuju ovakvu pretpostavku. Prema rezultatima Payne i Youngblood (1995) ekspresija 
3βHSD i CYP11A1 u Leydig-ovim ćelijama miša ne zavisi od nivoa cAMP, što bi odgovaralo 
našim rezultatima o odsustvu promene u ekspresiji 3βHSD uprkos smanjenju nivoa cAMP 
kod atrazinom-tretiranih pacova. Međutim, prema drugim autorima, SF-1 je uključen u 
kontrolu genske ekspresije CYP11A1 (Lehmann i sar., 2005; Suzawa i Ingraham, 2008), što 
bi ukazivalo na mogućnost smanjene aktivnosti ovog enzima u Leydig-ovim ćelijama 
atrazinom-tretanih životinja. Kao što je već napomenuto, u radu nije meren nivo ekspresije 
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ovog enzima, ali nepromenjen intenzitet konverzije 22OH-holesterola u progesteron ukazuje 
na odsustvo promena na nivou ovog enzima. 
Pored StAR proteina, u transport holesterola do unutrašnje mitohondrijalne membrane 
uključen je i translokator protein ili TSPO. TSPO može funkcionisati kao kanal ili transporter 
za holesterol, prenoseći ga sa spoljašnje na unutrašnju mitohondrijalnu membranu 
(Papadopoulos i sar., 2007). Stoga je, regulacija ekspresije TSPO kanala važna u kontroli 
količine holesterola koja stoji na raspolaganju CYP11A1 enzimu za sintezu testosterona. 
Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali da je ekspresija gena uključenih u transport 
holesterola do unutrašnje mitohondrijalne membrane, signifikantno redukovana u Leydig-
ovim ćelijama atrazinom-tretiranih životinja. Ekspesija gena za StAR bila je smanjena kod 
obe grupe tretiranih životinja, dok je ekspresija gena za TSPO, smanjena u Leydig-ovim 
ćelijama izolovanim iz testisa životinja tretiranih većom dozom atrazina. Atrazin je takođe bio 
efikasan i u redukciji ekspresije gena za CYP17A1 i 17βHSD. Naime, de novo sinteza 
CYP17A1 prestaje u odsustvu cAMP, a ekspresija ovog enzima zavisi od SF-1 
transkripcionog faktora (Payne, 2007). Smanjena konverzija steroidogenih supstrata, 
progesterona i androstendiona do testosterona u Leydig-ovim ćelijama atrazinom tretiranih 
životinja u ovoj studiji, mogla bi se pripisati smanjenoj enzimskoj aktivnosti u tom delu 
steroidogenog puta zajedno sa smanjenom ekspresijom enzima CYP17A1 i 17βHSD. 
 
Kao što je već rečeno, u ovom radu ispitivan je i efekat atrazina na produkciju cAMP, čija je 
koncetracija regulisana na nivou aktivnosti/sinteze adenilil ciklaze (AC) ili na nivou 
degradacione aktivnosti cAMP-specifične PDE4. Paralelno sa inhibicijom produkcije 
androgena u Leydig-ovim ćelijama izolovanim iz atrazinom-tretiranih životinja, došlo je i do 
dozno-zavisnog smanjenja ekstracelularnog nivoa cAMP, kako u bazalnim, tako i u hCG 
stimulisanim uslovima. U testisima pacova, cAMP-specifične PDE4 se ekspresuju na ćelijski 
specifičan način. Izoforma PDE4A je pretežno lokalizovana u germinativnim ćelijama, dok je 
PDE4B lokalizovana u Leydig-ovim i Sertolijevim ćelijama (Farooqui i sar., 2001). U ovom 
istarživanju nismo pratili sudbinu adenilil ciklaze, ali kako je nivo transkripta za LHR 
redukovan u dozno-zavisnom maniru, može se pretpostaviti da je efekat na nivou adenilil 
ciklaze takođe redukcija, što rezultira smanjenim nivoom cAMP. S druge strane, u ovom radu 
je pokazano da su obe doze atrazina bile efikasne u redukciji ekspresije gena za PDE4B. Ako 
je to smanjenje ekspresije PDE4B bilo praćeno i smanjenjem nivoa ovog proteina u Leydig-
ovim ćelijama, moglo bi se pretpostaviti da je hidroliza cAMP takođe bila smanjena. 
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Međutim, obzirom da rezultati jasno ukazuju na inhibiciju cAMP-signalnog puta u atrazinom-
tretiranim životinjama, hipotetski-pretpostavljeno smanjenje hidrolize cAMP usled redukcije 
ekspresije gena za PDE4B nije izraženo u tolikoj meri da bi se prevazišla redukovana 
aktivnost adenilil ciklaze. Rezultati o smanjenju ekstracelularnog nivoa cAMP kod životinja 
tretiranih sa atrazinom, ukazuju na to da atrazin deluje uzvodno od cAMP, pri čemu to 
smanjenje ne mora biti rezultat samo smanjene ekspresije gena za LHR.  
 
Takođe, rezultati su pokazali da je došlo do smanjenja bazalne i hCG-stimulisane produkcije 
androgena u Leydig-ovim ćelijama, što potvrđuje inhibitorni uticaj atrazina na proces 
steroidogeneze opisan u literaturi. Pokazano je da atrazin ima uticaj na androgenu funkciju 
testisa pacova i da pri in vivo tretmanu od 23-51 dana starosti, u dozi od 50 mg/kg, dolazi do 
smanjenja nivoa testosterona u serumu (za 50%) (Friedmann, 2002). Takođe, pokazano je da 
primena atrazina u dozi od 100 mg/kg i 200 mg/kg svakodnevno tokom 28 dana izaziva 
signifikantno smanjenje koncentracije testosterona, dok je smanjenje LH u serumu bilo 
evidentno samo pri većoj dozi (Trentacoste i sar., 2001). 
 
Rezultati koji su dobijeni nakon dvočasovne inkubacije Leydig-ovih ćelija sa rastućim 
dozama steroidogenih supstrata: 22OH-holesterola, pregnenolona, progesterona i 
androstendiona, pokazuju da dolazi do očekivanog povećanja koncentracije T+DHT u 
funkciji doze supstrata, ali je to povećanje bilo signifikantno manje u Leydig-ovim ćelijama 
koje su izolovane iz životinja tretiranih atrazinom. Rezultati pokazuju da pri dodatku različitih 
koncentracija 22OH-holesterola kao supstrata postoji statistički značajna razlika u produkciji 
androgena u Leydig-ovim ćelijama kontrolnih i tretiranih životinja. Ovaj trend postoji i u 
slučaju kada su kao supstrat dodati pregnenolon i progesteron. Dodatkom androstendiona kao 
supstrata u manjim koncentracijama takođe se javlja statistički značajna razlika (p<0.001) u 
produkciji androgena Leydig-ovih ćelija izolovanih iz tretiranih životinja u odnosu na 
kontrolu, ali pri dodatku androstendiona u većoj koncentraciji od saturacione (50 μM), 
inhibicija produkcije androgena izostaje. Rezultati pokazuju da je procenat smanjenja 
produkcije androgena kod Leydig-ovih ćelija izolovanih iz životinja tretiranih atrazinom u 
dozi od 50 mg/kg  najveći kada je kao supstrat ponuđen progesteron (pri dozi do 5 μM 
procenat smanjenja je 62% kod životinja tretiranih sa 50 mg/kg atrazina, a kod životinja 
tretiranih sa 200 mg/kg atrazina taj procenat iznosio je 57%). Kada je kao supstrat ponuđen 
androstendion, produkcije testosterona smanjenja je pri dozi androstendiona od 5 μM za 36%, 
a pri dozi od 50 μM samo 15%, i razlika nije statistički značajna. Kao što je već rečeno u 
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tekstu, pokazano je da atrazin ne deluje na ekspresiju gena za 3βHSD, te kao ciljne molekule 
na putu delovanja atrazina ostaju steroidogeni enzimi na delu steroidogenog puta od 
progesterona do testosterona. Izostanak inhibicije produkcije androgena kod primene najveće 
saturacione doze androstendiona ne znači da atrazin ne deluje na 17βHSD, imajući u vidu 
inhibiciju pri manjim koncentracijama ovog supstrata. Takođe, kao što je već rečeno, 
ekspresija gena za steroidogene enzime CYP17A1 i 17βHSD značajno je redukovana u 
dozno-zavisnom maniru kod životinja tretiranih atrazinom. Dodatno, što je već diskutovano u 
tekstu, kada su Leydig-ove ćelije izolovane iz kontrolnih i atrazinom-tretiranih životinja 
inkubirane u prisustvu 22OH-holesterola kao supstrata, pokazano je da se produkcija 
progesterona ne menja, te nepromenjen nivo progesterona ukazuju da ekspresija gena za 
3βHSD i CYP11A1 takođe nije bila promenjena.  
 
Dakle, na osnovu iznetih rezultata moglo bi se pretpostaviti da atrazin deluje ne samo u delu 
puta od LH receptora do produkcije i metabolizma cAMP, već da utiče i na transport 
holesterola u mitohondrijie kao i na konverziju progesterona u testosteron, odnosno na 
aktivnost i ekspresiju CYP17A1 i 17βHSD, što onda smanjuje produkciju androgena. Iako u 
ovom radu nije meren nivo ispitivanih proteina Western blot analizom, podaci o ekspresiji 
gena u kombinaciji sa nivoom cAMP, progesterona i testosterona mogu da ukažu na 
potencijalna mesta delovanja atrazina u okviru cAMP-zavisnog signalnog puta u Leydig-ovim 
ćelijama nakon in vivo tretmana. 
 
Rezultati su takođe pokazali da 28-dnevna oralna administracija atrazina prouzrokuje 
signifikantno smanjenje nivoa androgena u serumu peripubertalnih pacova tretiranih sa većom 
dozom atrazina, kao i značajnu redukciju u težini androgen-zavisnih organa kod životinja 
tretiranih sa obe doze atrazina. Naime, tretman sa atrazinom statistički značajno redukuje 
relativnu težinu testisa, semenih vezikula, kao i ventralne prostate u dozno-zavisnom maniru. 
Takođe, redukovana je i težina dorzalne prostate kod životinja tretiranih atrazinom u dozi od 
200 mg/kg.  
 
Pored toga, rezultati pokazuju da nakon 28-dnevnog oralnog tretmana sa atrazinom ne dolazi 
do statistički značajne promene nivoa LH u serumu, ali ukazuju na postojanje tendencije u 
redukciji nivoa LH kod životinja tretiranih sa atrazinom u koncentraciji od 200 mg/kg. Kod 
životinja tretiranih sa atrazinom u dozi od 200 mg/kg uočeno je statistički značajno smanjenje 
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telesne mase počevši od 27. dana starosti pa sve do kraja tretmana, kao i 24 h posle poslednje 
oralne aplikacije. U skladu sa ovim opažanjima su i rezultati Trentacoste i saradnici (2001) 
koji su pokazali da je oralna aplikacija atrazina mužjacima pacova rase Sprague-Dawley u 
postnatalnom periodu od 22 do 47 dana starosti, u dozama od 100 mg/kg i 200 mg/kg, 
značajno smanjila nivo testosterona u serumu i intersticijalnoj tečnosti, kao i nivo LH. 
Takođe, došlo je do redukcije telesne mase, smanjenja težine semenih vezikula i ventralne 
prostate. Da bi utvrdili da li je promena u nivou testosterona kod ovih životinja u direktnoj 
vezi sa atrazinom ili smanjenom telesnom masom, ovi autori su jednoj grupi životinja smanjili 
unos hrane, tj. sveli na količinu koju su uzimali pacovi tretirani atrazinom. U kontrolnoj grupi, 
kojoj je bio ograničen unos hrane, takođe je uočen pad serumskog testosterona, smanjenje 
telesne mase androgen-zavisnih tkiva i nizak nivo LH u serumu, tako da su autori 
pretpostavili da je redukcija androgeneze možda rezultat smanjenja telesne mase (Trentacoste 
i sar., 2001). Rezultati prikazani u ovom radu, pokazuju da uprkos izostanku smanjenja 
telesne mase u grupi životinja tretiranih sa atrazinom u dozi od 50 mg/kg dolazi do 
signifikantnog smanjenja ex vivo bazalne i hCG-stimulisane produkcije testosterona na nivou 
Leydig-ovih ćelija. Takođe, rezultati Stoker i saradnici (2002) su pokazali da smanjenje 
telesne mase nije preduslov za ostvarivanje efekta kako atrazina tako i njegovih metabolita na 
reproduktivni razvoj. 
 
U našem radu je primećen značajan porast mase nadbubrežnih žlezda kod obe grupe životinja 
tretiranih atrazinom, u poređenju sa kontrolom. Kako u radu nije praćen efekat atrazina na 
nivou nadbubrežnih žlezda, samo se može pretpostaviti da bi atrazin mogao da inhibira 
steroidogenezu i u adrenalnom korteksu, kao što je inhibisao u Leydig-ovim ćelijama 
atrazinom-tretiranih životinja, te da je adrenalna insuficijencija možda dovela do hipertrofije 
nadbubrežnih žlezda (Harvey i Everett, 2003). U nama dostupnoj literaturi ima malo podataka 
o in vivo efektima različitih ksenobiotika na nadbubrežne žlezde, tako da se za ovaj rezultat o 
povećanju mase nadbubrega ne mogu naći relevantni podaci u literaturi. U radu Grote i 
saradnici (2004) koji su ispitivali efekat tributiltina i trifeniltina na pubertalni razvoj mužjaka 
pacova, konstatovano je povećanje mase nadbubrežnih žlezda paralelno sa opadanjem nivoa 
testosterona u serumu peripubertalnih pacova nakon 30-dnevnog tretmana sa ovim 
ksenobioticima. Ni ovi autori nisu dali potpunije objašnjenje hipertrofije nadbubrega, oni su 
pretpostavili da je povećanje mase nadbubrežnih žlezda posledica efekta ovih hemikalija na 
upliv hormona nadbubrežne žlezde na hipofizno-gonadalnu osovinu u periodu kada razvoj 
nadbubrežnih žlezda nije završen.  
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5.2. Efekat in vitro primene atrazina na steroidogenezu u Leydig-ovim 
ćelijama peripubertalnih pacova 
 
 
Jedan deo ove doktorske disertacije usmeren je na direktne efekte koje atrazin ostvaruje na 
nivou Leydig-ovih ćelija. Dobijeni rezultati ukazuju na efekte in vitro primene različitih doza 
atrazina na aktivnost i ekspresiju steroidogenih enzima i drugih regulatornih proteina 
uključenih u proces steroidogeneze, i na akumulaciju cAMP u medijumu u kulturi prečišćenih 
Leydig-ovih ćelija peripubertalnih pacova soja Wistar. Leydig-ove ćelije tretirane su sa 
različitim koncentracijama atrazina u trajanju od 24 h, nakon čega je medijum zamenjen 
svežim uz dodatak različitih koncentracija hCG ili steroidogenih supstrata: progesterona i 
androstendiona i odgovarajuće koncentracije atrazina, pri čemu je ovaj deo tretmana trajao 2 
h. 
 
Postoje brojni literaturni podaci koji ukazuju na to da atrazin remeti funkcije reproduktivnog 
sistema, a pregled literature je dat u uvodnom delu. Takođe, rezultati prikazani u ovom radu, 
pokazali su da prolongirana oralna aplikacija atrazina peripubertalnim mužjacima pacova u 
trajanju od 28 dana inhibiše ekspresiju gena za steroidogene enzime i regulatorne proteine 
uključene u kontrolu testikularne steroidogeneze (Pogrmic i sar., 2009). Međutim, gotovo da 
nema literaturnih podataka koji se odnose na direktan uticaj atrazina na Leydig-ove ćelije, 
izuzev jednog dela studije Friedmann (2002). Naime, Friedmann (2002) je pokazao da atrazin 
u dozi od 232 μM, nakon 3 h izlaganja u in vitro uslovima, redukuje LH-stimulisanu 
produkciju testosterona u Leydig-ovim ćelijama peripubertalnih pacova. Sa druge strane, naši 
rezultati pokazali su da atrazin u rasponu doza od 1 μМ-50 μМ povećava steroidogeni 
kapacitet Leydig-ovih ćelija nakon 24 h in vitro izlaganja. Ovaj suprotan efekat nakon 
direktnog izlaganja Leydig-ovih ćelija atrazinu u poređenju sa rezultatima Friedmann (2002) 
može se objasniti u kontekstu hormezis efekta, kada niže doze ksenobiotika imaju 
stimulatorno, a visoke doze inhibitorno dejstvo. Stimulatorni odgovor sistema na manju dozu 
mogao bi da predstavlja kompenzatorni mehanizam praćen početnim narušavanjem 
homeostaze (Calabrese, 2005). 
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Osim toga, Friedmann, (2002) nije istraživao mehanizme kojima atrazin ostvaruje svoje 
efekte na nivou Leydig-ovih ćelija. Generalno, sposobnost atrazina da remeti proces 
steroidogeneze i mehanizmi kojima deluje na ovaj proces predstavljaju relativno neistraženu 
oblast, kao i motiv za dalja istraživanja. 
 
Na modelu H295R humanih adrenokortikalnih karcinoma ćelija pokazano je da atrazin 
indukuje aromataznu aktivnost na dozno-zavisan način i povećava nivo CYP19 iRNK 
(Heneweer i sar., 2004; Sanderson i sar., 2000, 2002, 2003). Pretpostavlja se da mehanizam 
indukcije aromataze ide preko inhibicije aktivnosti fosfodiesteraze i povećanja nivoa cAMP 
(Sanderson i sar., 2002).  
 
U ovom radu je bila analizirana ekspresija gena za PDE4B i CYP19A1, međutim nivo 
transkripata je bio nepromenjen u odnosu na kontrolne vrednosti, što govori o tome da u 
Leydig-ovim ćelijama atrazin ne indukuje ekspresiju aromataze. 
 
U našem radu pokazano je da atrazin dodat direktno u inkubacioni medijum izaziva povećanje 
bazalne i hCG-stimulisane produkcije testosterona i da je povećanje dozno-zavisno u odnosu 
na kontrolne vrednosti. Ispitivanjem efekta atrazina na produkciju cAMP, pokazano je da je 
paralelno sa povećanjem bazalne i hCG-stimulisane produkcije testosterona, u Leydig-ovim 
ćelijama došlo i do povećanja ekstracelularnog nivoa cAMP, kako u bazalnim, tako i u hCG 
stimulisanim uslovima. Kako je koncentracija cAMP regulisana na nivou aktivnosti/sinteze 
AC ili na nivou aktivnosti cAMP-specifične PDE4, a rezultati u ovom radu su pokazali da 
ekspresija PDE4B nije bila promenjena pod uticajem tretmana sa atrazinom, ostaje otvoreno 
pitanje AC kao ciljnog molekula na putu delovanja ovog herbicida.  
 
Rezultati o ekspresiji gena, u ćelijama tretiranim sa dve doze atrazina (1 µM i 20 µM) i 
stimulisanim saturacionom dozom hCG, pokazuju da je u prisustvu obe doze atrazina došlo 
do statistički značajnog povećanja ekspresije gena za SF-1, dok je ekspesija gena za StAR, 
proteina uključenog u transport holesterola do unutrašnje mitohondrijalne membrane, bila 
povećana pri većoj dozi atrazina. Takođe, veća doza atrazina bila je efikasna u indukciji gena 
za enzim CYP17A1, koji katališe konverziju progesterona u androstendion. Dalja konverzija 
androstendiona u testosteron katalisana je enzimom 17βHSD čija je ekspresija bila povećana 
pri dozi atrazina od 20 μM. Međutim, ekspresija gena za LHR, kao i ekspresija gena 
uključenih u transport holesterola, SR-B1 i TSPO, nije bila promenjena nakon tretmana 
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Leydig-ovih ćelija atrazinom. Takođe, u slučaju 3βHSD, enzima koji katališe konverziju 
pregnenolona u progesteron, nije bilo promene u ekspresiji gena u odnosu na kontrolu. 
Povećanje transkripcije gena za SF-1, StAR, CYP17A1 i 17βHSD moglo bi da bude uzrok 
povećane produkcije testosterona u hCG-stimulisanim Leydig-ovim ćelijama. Povećanje 
ekspresije gena za StAR i SF-1 moglo bi se objasniti povećanim nivoom cAMP-a kod 
atrazinom tretiranih ćelija. Postoje brojni podaci o fosforilaciji StAR proteina od strane PKA 
(Papadopoulos i sar., 2007). S druge strane, prema Fan i saradnicima (2007) atrazin ne samo 
da povećava nivo cAMP i ekspresiju SF-1, već se pretpostavlja da se direktno vezuje za SF-1. 
Prema Payne i Youngblood (1995) ekspresija 3βHSD i CYP11A1 u Leydig-ovim ćelijama 
miša ne zavisi od nivoa cAMP, iako s druge strane tretman mišijih MA-10 Leydig-ovih ćelija 
sa cAMP povećava nivo CYP11A1 proteina i iRNK za ovaj enzim. Odsustvo efekta atrazina 
na ekspresiju gena za 3βHSD mogli bi da se objasne gore navedenim literaturnim podacima.  
 
S druge strane, sinteza CYP17A1 prestaje u odsustvu cAMP (Payne, 2007) što ukazuje na 
visoki stepen zavisnosti ekspresije ovog enzima od nivoa cAMP. Na osnovu navedenog može 
se pretpostaviti, da bi povećanje nivoa cAMP-a moglo voditi povećanoj ekspresiji ovog gena. 
U literaturi se, takođe, navodi da je transkripcioni faktor SF-1 neophodan za aktivaciju 
transkripcije gena za P450 steroidogene enzime (Payne, 2007). Obzirom na sposobnost ovog 
nuklearnog receptora da poveća ekspresiju ciljnih gena, povećanje njegove ekspresije moglo 
bi biti uzrok povećanja ekspresije odgovarajućih enzima. 
 
Navedeni rezultati o ekspresiji gena ukazuju na potencijalno stimulatorno dejstvo atrazina u in 
vitro uslovima, kako u delu steroidogenog puta do ulaska holesterola u mitohondrije, tako i na 
delu puta od progesterona do testosterona, s tim što bi se moglo pretpostaviti da je uticaj 
atrazina na povećanje nivoa cAMP inicijalni okidač ovih promena. 
 
Takođe, rezultati dobijeni u ovom radu pokazuju da je bazalna produkcija testosterona bila 
praćena povećanim nivoom progesterona u prisustvu manjih doza atrazina, dok je u prisustvu 
najveće doze atrazina nivo progesterona statistički značajno smanjen. hCG-stimulisana 
produkcija testosterona bila je praćena nepromenjenim nivoom progesterona u prisustvu 
manjih doza atrazina, odnosno statistički značajnim smanjenjem u prisustvu većih doza 
atrazina. Smanjenje nivoa progesterona u medijumu Leydig-ovih ćelija tretiranih atrazinom bi 
se možda moglo objasniti njegovim ubrzanim prevođenjem u androgene, obzirom na 
  99
povećanu ekspresiju gena za CYP17A1 i 17βHSD. U prilog tome govore i rezultati o 
produkciji androgena kada je atrazinom-tretiranim Leydig-ovim ćelijama bio ponuđen 
progesteron kao supstrat. Naime, u navedenim uslovima došlo je do značajnog povećanja 
produkcije testosterona u odnosu na kontrolne vrednosti. Dozna zavisnost bila je izraženija u 
prisustvu malih koncentracija progesterona. Povećana konverzija progesterona u testosteron, 
što bi ukazivalo na povećanu aktivnost enzima u tom delu steroidogenog puta, mogla bi da se 
poveže sa povećanom ekspresijom prvenstveno gena za CYP17A  i/ili 17βHSD. Dodavanjem 
androstendiona, kao supstrata, primećena je dozna zavisnost u prisustvu malih koncentracija 
androstendiona, a takođe je zabeleženo i povećanje produkcije testosterona pri većim dozama 
ovog supstrata u prisustvu atrazina u koncentraciji od 20 μM. Povećana produkcija 
testosterona nakon tretmana Leydig-ovih ćelija sa atrazinom i dodatne stimulacije sa 
androstendionom ukazuju na povećanu aktivnost 17βHSD, što se opet može povezati i sa 
povećanom ekspresijom ovog gena. 
 
Obzirom na mnogobrojne mehanizme regulacije genske ekspresije, povećan nivo transkripata 
trebalo bi potvrditi i podatkom o povećanom nivou datih proteina. U slučaju CYP17A1 i 
17βHSD proteina, povećana produkcija testosterona u našim eksperimentima sugeriše na 
povećan nivo pomenutih proteina u ćelijama, a time i veću enzimsku aktivnost. 
 
U cilju bližeg definisanja mesta delovanja atrazina u okviru cAMP-zavisnog signalnog puta, 
postavljen je eksperiment sa inhibitorom PKA (H89). Rezultati su pokazali da H89 efikasno 
poništava stimulatorni efekat atrazina na produkciju testosterona, uprkos povećanim nivoima 
cAMP. Pad testosterona u atrazinom tretiranim Leydig-ovim ćelijama nakon tretmana sa H89, 
ukazuje da je H89 blokirao efekte cAMP-aktivirane PKA u atrazin-tretiranim Leydig-ovim 
ćelijama. Dobijeni rezultati potvrđuju ranije iznetu pretpostavku da je jedno od mesta 
delovanja atrazina uzvodno od cAMP.  
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5.3. Efekat jednokratne in vivo primene atrazina na steroidogenezu u 
Leydig-ovim ćelijama peripubertalnih pacova 
 
 
Rezultati dobijeni u ovom radu pokazali su da prolongirana oralna aplikacija atrazina 
peripubertalnim mužjacima pacova dovodi do inhibicije testikularne steroidogeneze, 
smanjujući ekspresiju gena za LHR i SR-B1, redukujući transport holesterola do 
mitohondrija, kao i konverziju progesterona u testosteron. Sa druge strane, rezultati pokazuju 
da direktno in vitro izlaganje Leydig-ovih ćelija atrazinu povećava steroidogeni kapacitet ovih 
ćelija nakon 24 h-tretmana. Da bi pokušali da objasnimo zašto postoje razlike u efektu 
atrazina u zavisnosti od načina primene, postavili smo jednokratni in vivo eksperiment. 
Naime, mužjaci pacova tretirani su po 50. dana starosti, atrazinom u dozi od 50 mg/kg i 200 
mg/kg telesne mase. Životinje su žrtvovane 24 h nakon jednokratnog hranjenja. Leydig-ove 
ćelije su purifikovane, praćena je produkcija testosterona i cAMP u ex vivo bazalnim i hCG-
stimulisanim uslovima. Dobijeni rezultati ukazali su na up-regulaciju testikularne 
steroidogeneze nakon jednokratnog in vivo tretmana sa atrazinom. Naime, povećan nivo 
cAMP bio je praćen povećanim nivoom testosterona u medijumu Leydig-ovih ćelija 
izolovanih iz životinja tretiranih sa atrazinom u dozi od 200 mg/kg kako u bazalnim tako i u 
hCG-stimulisanim uslovima. Sa druge strane, rezultati naših istraživanja pokazuju da nije 
došlo do promene ekspresije gena odgovornih za proces steroidogeneze u Leydig-ovim 
ćelijama atrazinom tretiranih životinja nakon jednokratnog in vivo tretmana. Kao što je već 
rečeno u diskusiji, koncentracija cAMP regulisana je na nivou aktivnosti/sinteze AC ili na 
nivou aktivnosti cAMP-specifične PDE4. Rezultati u ovom radu su pokazali da ekspresija 
PDE4B nije bila promenjena pod uticajem tretmana sa atrazinom, tako da ostaje otvoreno 
pitanje stimulacije aktivnosti/sinteze AC, ili degradacije proteina PDE4B, kao mogućeg mesta 
delovanja atrazina nakon jednokratnog in vivo tretmana.  
 
Uzimajući u obzir i rezultate prolongiranog tretmana, mogli bi konstatovati da je oralna 
aplikacija atrazina dovela do bifaznog odgovora u produkciji testosterona u ex vivo uslovima. 
Naime, odgovor Leydig-ovih ćelija dobijenih od životinja tretiranih ovim herbicidom 
manifestuje se prvo kao stimulacija produkcije androgena nakon jednokratnog tretmana, a 
potom nakon 28-dnevnog, prolongiranog in vivo izlaganja kao snažna inhibicija androgeneze. 
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Sličan fenomen zabeležen je i u radu Andric i saradnici (2006). Naime, oralni tretman 
piralenom, koji predstavlja tehničku smešu PCB, prouzrokuje bifazni odgovor, koji se 
ispoljava prolaznom stimulacijom produkcije testosterona u prvih 24 h tretmana, koja potom 
prelazi u inhibiciju već nakon 48 h tretmana i zadržava se sve do četvrtog dana posle 
prestanka 7-dnevnog tretmana piralenom. 
 
Sumarno, rezultati prikazani u ovom radu opisuju efekte in vivo primene atrazina na 
ekspresiju gena za steroidogene enzime i druge regulatorne proteine uključene u kontrolu 
testikularne steroidogeneze u Leydig-ovim ćelijama peripubertalnih pacova. Dobijeni rezultati 
jasno ukazuju da 28-dnevna in vivo primena atrazina snažno inhibira testikularnu 
steroidogenezu, smanjujući ekspresiju gena za LHR i SR-B1, nivo cAMP, kao i ekspresiju 
gena za SF-1, StAR i TSPO, Takođe, rezultati ukazuju na inhibiciju supstrat-stimulisane 
produkcije androgena paralelno sa redukcijom ekspresije steroidogenih enzima CYP17A1 i 
17βHSD. Obzirom na blokadu ekspresije LHR, prvog elementa u aktivaciji cAMP-signalnog 
puta, moglo bi se pretpostaviti da je to uzrok blokade androgeneze u atrazinom-tretiranim 
životinjama. 
 
Sa druge strane, ispitivanjem efekta direktne in vitro primene različitih doza atrazina na 
ekspresiju i aktivnost steroidogenih enzima u kulturi prečišćenih Leydig-ovih ćelija testisa 
peripubertalnih pacova soja Wistar zabeleženo je stimulatorno dejstvo pomenutog herbicida. 
Naime, zabeleženo je povećanje bazalne i hCG-stimulisane produkcije testosterona praćeno 
povećanim nivoom cAMP u medijumu tretiranih ćelija. Pri ispitivanju ekspresije gena za 
steroidogene enzime i regulatorne proteine, zabeleženo je povećanje ekspresije gena za SF-1, 
StAR, CYP17A1 i 17βHSD u hCG-stimulisanim uslovima. Povećana produkcija testosterona 
nakon dodavanja progesterona i androstendiona, ukazuje na povećanu aktivnost ovih enzima 
u tom delu steroidogenog puta. Poređenjem efekata in vivo i in vitro tretmana uočava se 
odsustvo upliva 24-časovnog in vitro tretmana na ekspresiju gena za LHR i SR-B1, i 
smanjenje, odnosno povećanje nivoa cAMP, kao i ekspresije gena za SF-1, transkripcionog 
faktora koji utiče na prepisivanje ostalih ispitivanih gena. Drugim rečima, nivo cAMP i 
ekspresija gena za SF-1 su modulisani primenom atrazina, s tim što 28-dnevni oralni tretman 
izaziva inhibiciju, a 24-časovni in vitro tretman stimulaciju ovih parametara. Ako u diskusiju 
uključimo i rezultate 24-časovne oralne primene atrazina, vidimo da on nije izazvao promene 
u ekspresiji gena, ali je indukovao povećanje nivoa cAMP u bazalnim i hCG-stimulisanim 
uslovima. Znači, nivo cAMP se pojavljuje kao karika koja povezuje sva tri korišćena 
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eksperimentalna pristupa. Međutim, ostaje otvoreno pitanje na koji način atrazin utiče na 
modulaciju nivoa cAMP.  
 
Razlika između prolongiranog in vivo i dvadesetčetvoročasovnog in vitro tretmana sa 
atrazinom mogla bi se objasniti metabolisanjem atrazina u organizmu, te bi se mogao 
pretpostaviti različit efekat metabolita ovog herbicida na testikularnu steroidogenezu u 
poređenju sa atrazinom. Međutim, ovakvo objašnjenje je malo verovatno, zato što su Stoker i 
saradnici (2002) pokazali da i metaboliti atrazina, kao i atrazin, imaju inhibitorni uticaj na 
pubertalni razvoj mužjaka pacova rase Wistar nakon prolongiranog oralnog tretmana.  
 
Rezultati jednokratnog in vivo eksperimenta donekle mogu da povežu ova dva suprotna efekta 
atrazina na nivou Leydig-ovih ćelija, te se može pretpostaviti da je rani odgovor Leydig-ovih 
ćelija na delovanje atrazina stimulacija produkcije androgena, a potom nakon prolongiranog 
tretmana sa atrazinom Leydig-ove ćelije odgovaraju snažnom inhibicijom androgeneze. 
 
Različiti efekti atrazina ispoljeni u in vitro i in vivo uslovima ukazuju na potrebu kako in vitro 
tako i in vivo ispitivanja delovanja potencijalno toksičnih supstanci na testikularnu 
steroidogenezu.  
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6. ZAKLJUČCI 
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Na osnovu dobijenih rezultata o efektima atrazina na nivou steroidogeneze u Leydig-ovim 
ćelijama peripubertalnih pacova korišćenjem različitih eksperimentalnih modela (in vivo 
oralni tretman od 23. do 50. dana starosti; jednokratni in vivo oralni tretman 50. dana starosti; 
24-časovni in vitro tretman Leydig-ovih ćelija izolovanih iz 51 dan starih pacova) i diskusije 
relevantnih literaturnih podataka, mogu se izvesti sledeći zaključci: 
 
√ Dobijeni rezultati ukazuju da je atrazin kod sva tri eksperimentalna modela izazvao 
promene u nivou cAMP; prolongirani in vivo tretman rezultirao je inhibicijom 
produkcije cAMP, dok je 24 h izlaganje atrazinu dovelo do stimulacije, bez obzira na 
način tretmana.  
 
√ Promene u nivou cAMP rezultirale su promenama u steroidogenom kapacitetu 
Leydig-ovih ćelija u sva tri ekperimentalna modela, kao i ekspresiji cAMP-zavisnih 
gena nakon prolongiranog in vivo i 24 h in vitro tretmana, što je imalo za posledicu 
promene u delu steroidogenog puta do ulaska holesterola u mitohondrije, i na putu 
konverzije progesterona do testosterona. 
 
√ 28-dnevni in vivo efekat atrazina u našim eksperimentalnim uslovima uticao je na 
smanjenje ekspresije gena za LHR, kao prvog elementa u aktivaciji cAMP-signalnog 
puta, kao i gena za SR-B1 koji učestvuje u transportu holesterola u ćelije.  
 
 
√ Rezultati 24-časovnog in vitro tretmana atrazinom ukazuju da je cAMP inicijalni 
okidač promena na nivou testikularne steroidogeneze, kao i da je stimulatorno mesto 
dejstva ovog herbicida uzvodno od cAMP, ali bez promene ekspresije gena za LHR.  
 
√ Dobijeni rezultati ukazuju da 24-časovni tretman atrazinom izaziva povećanje, a 
prolongirani tretman snažno smanjenje steroidogenog kapaciteta Leydig-ovih ćelija 
peripubertalnih pacova. 
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